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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
DE LA TESTS.

La mayorfa de enfermedades hepiticas cré-
nicas se caracterizan por la existencia de un
depbsito progresivo de colégeno que comporta
una alteracidn creciente de la arquitectura he-
pltica hasta llegar a una cirrosis., Esta deses-
tructuracién hepltica ocasionada por la fibrosis
es la responsable de la aparicién de una hiper-
tensién portai que es la desencadenante de la
mayorfa de complicaciones graves como la hemo-
rragia digestiva, la ascitis y la encefalopatia
hepdtica que presentan los pacientes hepatépa-
tas crbnicos en fase de cirrosis.

En los pacientes alcohélicos crénicos que
desarrollan una hepatopatia pueden observarse
lesiones histolégicas variadas que van desde mi-
nimos cambios morfolégicos hasta una cirrosis
plenamente establecida. Como pasos intermedios,
aunque no necesariamente consecutivos, existen
lesiones de esteatosis, fibrosis y hepatitis al-
cohblica. Es por ello que la hepatopatia alcohé-
lica puede considerarse ﬁn buen modelo para el

estudio de los‘procesos de fibrogénesis y de fi-



brosis hepética.

La evolucién de la enfermedad hepitica al-
cohbélica hacia la cirrosis o la curacién, es po-
co conocida, si bien es posible que algunos fac-
tores como la abstinencia, el sexo y el hébito
nutricional puedan influir en esta evolucién.
Ultimamente se han iniciado algunos ensayos te-
rapéuticos con distintos firmacos antifibrogéni-
cos con el fin de conocer si tienen alguna in-
fluencia en la evolucién de la hepatopatfa alco-
hélica. .

Para conocer el estado evolutivo de la en-
fermedad hepética alcohblica el método mas fide-
digno consiste en el andlisis morfolégico de una
biopsia hepitica. También se ha utilizado la de-
terminacién de la actividad hep&tica de algunas
enzimas que intervienen en la sfntesis del col4-
geno. Entre estas enzimas la més conocida es la
prolil-hidroxilasa que interviene en el proceso
de hidroxilacién de la prolina en las cadenas
proalfa del procoligenc. Todos estos métodos im-
plican la realizacién de una biopsia hepética,
técnica invasiva que condiciona que no se pueda
realizar con la frecuencia deseable para conocer

la evolucién de los procesos fibrogénicos hepi-



ticos.

Recientemente se ha introducido una técni-
ca de radioinmunoanélisis que permite detectar
la concentracién sérica del pépéido aminotermi-
nal del procolégeno tipo III originado durante
la sintesis de coligeno en el momento que la mo-
lécula de procoligeno pierde las cadenas pepti-
dicas amino y carboxiterminales. La concentracién
sérica de este péptido se ha encontrado elevada
en la mayorfa de enfermedades hepiticas, y su
significado todavi{a no esti completamente esta-
bleéidb.

Los objetivos propuestos en esta Tesis son:

19 Determinar si la actividad hepética de la pro-
lil-hidroxilasa estd relacionada con la exten-
sién de la fibrosis en la hepatopatia alcohé-

lica.

22 Investigar si en la hepatopatia alcohélica hay
un incremento de los niveles séricos del pép-
tido aminoterminal del procolégeno tipo III y
si su determinacidén permite distinguir entre
los distintos tipos de enfermedad hep&tica al-

cohbélica.

392 Analizar si las variaciones en los niveles sé-



ricos del péptido aminoterminal del procolé-
geno tipo III estén relacionados con la inten-
sidad de la fibrosis hepltica y con las demés
lesiones histolégicas que presentan los pa-
cientes afectos de una hepatopatia alcohéli-

ca.
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AJ) ALTERACIONES HEPATICAS
PRODUCIDAS POR EL ALCOHOL

EPIDEMICLOGIA DEL AICOHOLI SMO

El consumo de bebidas alcohblicas represen—l
ta un problema médico de primera magnitud con gra-
ve repercusién social y econémica en todos los
paises del mundo, especialmente en aquellos pro-
ductores de vino. Nuestro pafs ocupa el tercer lu-
gar en la produccién mundial de vino precedido sé-
lo de Francia e Italia. Estudios epidemioldgicos
realizados en diversas regiones espafiolas coin-
ciden en demostrar Que el 707 de los espafioles
son consumidores de alcohol aunque solo la mitad
lo hacen regularmente, que existe un 10% de adul-
tos que son bebedofes excesivos y que el 50% de
varones y mujeres menores de 20 afios consumen be-
bidas alcohélicas (1). |

El ‘consumo excesivo de alcohol tiene con-
secuencias médicas, tanto sométicas como psiqui-
cas, muy importantes y se acompafla de una gran
morbilidad y mortalidad. Existen estudios que de-
muestran que de un 20-30% de los pacientes que
ingresan en un Servicio de Medicina Interna de un

Hospital General lo hacen por enfermedades rela-



cionadas directa o indirectamente con el alco-
hol (2) y que un 407% de los ingresos psiquiitri-
cos, seglin datos de la Direccién General de Sani-
dad, estén relacionados con el alcoholismo. En
1977 se estimaron en Espafia unos 12.000 falleci-
mientos atribuidos al alcoholismo con un fndice
de mortalidad proporcional del 4,47 y con una
tasa de mortalidad del 35,5 por 100.000 habitan-
tes, que colocarfa a esta énfermedad en la.cuar-
ta causa de mortalidad detris de las enfermedades
cardiovasculares, las neoplasias y los acciden-
tes (3). |

Las repercusiones sociales y de caréicter
econémico del alcoholismo son también graves. Las
consecuencias del comportamiento del alcohélico
sobre el entorno familiar, laboral y social re-
percuten en el resto de la poblacién. Los gastos
directos e indirectos ocasionédos por el consumo
excesivo de alcohol (hospitalizacién, medicamen-
tos, accidentes laborales, domésticos y de tri-

fico, absentismo laboral, etc) son muy elevados.
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EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES HEPATICAS PRO-
DUCIDAS POR EL ALCCHOL.

En estudios experimentales y de tipo epi-
demiolégico se demuestra una clara relacién cau-
sal entre el alcoholismo y la aparicién de enfer-
medades heplticas de origen alcohélico, asf como
una relacién directa entre disponibilidad de be-
bidas alcohélicas, consumo de alcohol y aumento
de la mortalidéd por cirrosis alcohélica (4).

Los primeros datos que relacionaban el con-
sumo de alcoholxy la mortalidad por cirrosis
fueron comunicados por Jollife y Jenillek en 1941
(5). Esta asociacién fué confirmada posteriormen-
te al apreciarse una disminucién de la mortali-
dad por cirrosis en épocas de prohibicién o ra-
cionamiento y su posterior reascenso (6). Las le-
siones hepiticas de origen alcohélico son al pa-
recer independientes del tipo de bebida consumida
y de los aditivos que contenga. En cambio, como
muestran los estudios de Lelbach (7), sf existe
relacién‘entreula cantidad de alcohol ingerido,
duracién del hibito alcohélico y la intensidad de
la hepatopatfa. La incidencia de hepatitis alco-
hélica y/o cirrosis, en este estudio, aumenté en

relacién al consumo de alcohol y la cirrosis se



presentd en el 407 del grupo de pacientes que
bebieron mis cantidad durante m4&s tiempo. Sin
embargo, el 607 de los pacientes que consumieron
cantidades importantes de etanol (més de 200g/dia),
durante un perfodo superior a 10 afios, presen-
taron mfnimas o nulas alteraciones en la biolo-
gfa hepltica. Estos estudios sugieren que la
ingesta excesiva y prolongada de alcohol no es el
Gnico factor determinante para la aparicién de
una hepatopatfa alcohélica y que deben existir
existir otros factores como determinantes gené-
ticos, nutricionales o ambientales que puedan
influir en su aparicién,

Los estudios efectuados en Francia por Pe-
quinot (8) parecen demostrar que la ingesta dia-
ria de etanol puro es bien tolerada por el orga-
nismo cuando no supera los 80 g/dia. Cuando la
ingesta diaria se sit@a entre 80 y 160 g de alco-
hol pﬁro al dfa representa un riesgo considera-
ble y cuando supera los 160 g/dia por un periodo
superior a 25 afios, la posibilidad de adquirir
una cirrosis hep4tica es muy elevada. Estas cifras
estén calculadas para individuos varones y debe-
rfan reducirse, a la mitad aproximadamente, para

ser aplicadas a la mujer, dada su mayor suscepti-



bilidad para adquirir una hepatopatfa alcohéli-
ca;

En Espafia los estudios publicados por Gili
et al (3) muestran que en 1977 el 70% de las ci-
rrosis hepiticas son de origen alcohélico y que
la tasa de mortalidad estandarizada por cirrosis,
que en 1951 era de 11,18 por 100.000 habitantes,
ha pasado a ser del 21,5 por 100.000 habitantes
en 1977. Estos datos corren baralelos al aumento
de consumo de bebidas alcohélicas. En 1955 el
consumo de alcohol puro por habitante y afio fué
de 7,86 litros pasando a ser de 14,56 en 1977 (9).



METABOLISMO HEPATICO DEL AILCOHOL.

1) . OXIDACION DEL ALCOHOL.

El alcohol ingerido por vfa oral se absorbe
en el estémago, intestino delgado y colon. Algo
més del 907 del alcohol absorbido se metaboliza
en el hfgado, el resto se elimina por el aliento
y la orina y una mfnima cantidad es metabolizado
en diversas partes del organismo (rifién, mbsculo,
e intestino).

En el interior de la célula hepitica el eta-
nol sufre dos procesos oxidativos mediante los |
cuales pasa a acetato, substancia adecuada para
incorporarse al ciclo de Krebs. El primer-pas§
oxidativo‘consiste en la formacién de aldehfdo
acético o acetaldehfdo. En el hombre intervienen
fundamentalmente tres_vias oxidativas. La mds im-
portante es la catalizada por la énzima alcohol-
dehidrogenasa (ADH), paso que tiene lugar en el
citoplasma celular. Le siguen en importancia la
vfa descrita por Lieber et al (10), localizada
en el retfculo endoplésmico liso y conocida como
sistema oxidativo microsomal para el etanol (MEOS)
~y la vfa de las catalasas que en el hombre prac-

ticamente carece de actividad (fig 1). En la via



de la ADH interviene como cofactor el dinucleé-
tido de adenina y nicotinamida (NAD) que actfa
como receptor de hidrogeniones y se convierte en
NAD reducido (NADH). Los hidrogeniones son trans-
portados a las mitocondrias donde el NADH se con-
vierte de nuevo en NAD. La vfa del MEOS precisa
como cofactor el NADPH que se oxida pasando a
NADP con consumo de oxfgeno y la vfa de las ca-
talasas precisa H,0, el cual se genera por la
accién de una enzima microsomal, la NADPH-~oxida- '
sa en presencia de NADPH y 02.

En condiciones normales el sistema ADH re-
presenta el 80% de. la capacidad oxidativa del al-
cohol y el MEOS el 20% restante. En los alcohé-
licos crénicos la actividad del MEOS se adapta a
las necesidades comportando una desaparicién mis
ripida en sangré del alcohol ingerido. En casos
de ingestas de alcohol muy notables pueden lle-
gar a invertirse los porcentajes de oxidaciéh del
MEOS respecto a la ADH, ya que el sistema ADH ca-
rece de capacidad adaptativa,

El segundo paso oxidativo tiene lugar a ni-
vel del citoplasma celular y las mitocondrias por
accidn de una Gnica vfa metabdlica mediada por

la enzima aldehfdo-dehidrogenasa (ALDH) y la in-
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tervencidén nuevamente del NAD que se reduce a
NADH. '

- En los alcohélicos crénicos se ha demos-
trado experimentalmente que existe un aumento de
la concentracién plasmitica de acetaldehfdo. Es-
te hecho puede ser debido tanto a un aumento de
la oxidacién del etanol al incrementarse la acti-
vidad del sistema MEOS como a ﬁna di sminucién
en la oxidacién del acetaldehfdo por una deficien-
cia o inhibicién de la enzima ALDH (11).

EL aumento de la concentracién de acetalde-
hfdo en sangre'es responsable de reacciones ad-
versas tales como flushing y n&useas, mecanismo
por el que<actﬁa 1la medicacidén aversiva (disul-
firam, cianamida), y de otros efectos mis serios
del abuso alcohélico como son la adiceiébn, la

abstinencia y la hepétotoxicidad (12).

2) . CONSECUENCIAS DE LA OXIDACION DEL ALCOHOL.

El aumento de la concentracién sangufnea
de acetaldehfdo que existe en los alcohélicos
crénicos y la alteracién del equilibrio redox por
actmulo excesivo de hidrogeniones, debido al aumen-
to del cociente NADH/NAD de hasta cuatro veces

su valor normal, son los responsables de la mayoria
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de las alteraciones morfolégicas y funcionales de
los hepatocitos y de ciertos trastornos metabd-
licos.

Efectos de 1la oxidacién del alcohol sobre los

hepatocitos.,
En el estudio histolégico del hfgado de los

alcohélicos examinado al microscopio éptico pue-

de reconocerse diversas alteraciones morfolégi-
cas. Unas son de caracter adaptativo y no se acom-
pafian de ning@n déficit funcional y otras son con-
secuencia de la agresién sobre las organelas ce-
1u1aresk(13) y pueden traducirse en alteraciones
clfnicas y biolégicas.

- Megamitocondrias.

El acetaldehfdo en exceso que presentan

los alcohélicos crénicos penetra en las mitocon-
drias para ser oxidado y determina alteraciones
en la forma y tamafio dé'las mi smas. Aparecen mi-
tocondrias gigantes que adoptan un aspecto glo-
bular o tubular al microscopio electrénico mien-
tras que al microscopio éptico aparecen como in-
clusiones citoplasméticas globulares o acidulares
de bordes nftidos que han sido denominadas mega-
mitocondrias (14). Pueden encontrarse en el hi-

gado de pacientes alcohdélicos de forma aislada
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o bien acompafiando a otras lesiones como estea-
tosis, hepatitis alcohbdlica o cirrosis. Se re-
qQuiere siempre el antecedente de un alcoholismo
intenso y que no exista un intervalo de tiempo
importante de abstinencia al realizar la biop-
sia, Con menor frecuencia, las megamitocondrias
pueden obser&arse en pacientes no alcohélicos,
por lo que su hallazgo en una biopsia hepética,
aunque es un fndice de sospecha de alcoholismo,
no es patognoménico de esta enfermedad.

- Vacuolas grasas.

Estdn constituidas por depésitos de tri-
glicéridos en el citoplasma celular que al micros-
copio 6ptico adoptan un aspecto claro. Su apa-
ricibén esti relacionada con el aumento de la sin-
tesis de 4cidos grasos a partir del exceso de
hidrogeniones,Aconsecutivo a la oxidacién del al~-
cohol y con la disminucién de la oxidacién de
los A&cidos grasos de la dieta en la mitocondria,
al inhibirse el ciclo de krebs mitocondrial. Estos
fcidos grasos en exceso se esterifican en tri-
glicéridos, quedan depositados en el citoplasma
en ntmero y distribucién variables y desaparecen

a las pocas semanas de abstinencia.



- Balonamiento de los hepatocitos.

Aparece como consecuencia de un atrapamien-
to en el interior de los hepatocitos de parte de
aquellas protefnas que se sintetizan en ellos y
que luego se secretan como la alblmina y la trans-
ferrina. Se debe a una alteracién de los micro-
tGbulos producida por el acetaldehfdo, La dismi-
nucibén de la secrecibén celular de estas protef-
nas ocasiona una retencién mayor de agua para
mantener la osmolaridad citoplasmitica. Estas
células en degeneracién hidrdpica se sit@Gan alre-
dedor de las venas heplticas terminales, son de
mayor tamafio Que el resto de hepatocitos y poseen
un citoplasma mis claro, efecto de la dilucién
del colorante que se aplica en la tincién. Pro-
bablemente constituye la fase previa de la ne-
crosis celular causada por el élcohol.

- Hialina de Mallory.

Esti constituida por agregados irregulares
de material hialino intensamente eosinéfilos
que se sit@a alrededor del nécleo en hepatocitos
generalmente en degeneracién hidrépica. Aunque
su origen real no esti bien establecido podrfan
corresponder a filamentos intermedios de las cé-

lulas hep&ticas que se acumularfan tras el dafio
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que el alcohol ocasiona sobre los microt@bulos.
Su hallazgo en una biopsia hepitica es altamen-
te sugestivo de hepatopatfa alcohélica cuando
se asocia a un infiltrado polimorfonuclear. No
obstante, no es imprescindible para establecer
el diagnéstico de hepatitis alcohélica y puede
encontrarse en otro tipo de hepatopatfas no al-
cohélicas, que presentan un patrém morfolégico
similar a las hepatopatfas alcohélicas como la
asociada al by-pass intestinal, diabetes melli-
tus y obesidad o se caracterizan por colestasis
como ocurre en la cirrosis biliar primitiva, el
carcinoma hepatocelular y la enfermedad de Wil-

son,

Consecuenciés metabélicas de la oxidacién del
alcohol. | :
- Lfgidos. ;

El alcohol modifica el metabolismo de los
'lipidos plasmiticos y de los lfpidos de las cé-
lulas hep4ticas. Por una parte inhibe la oxida-

- cién de 4cidos grasos y por otra estimula su sfn-
tesis. Posteriormente se esterifican con glicerol
proveniente del alfa-glicerofosfato cdn el con- .
siguiente aumento de triglicéridos hepiticos. Exis=-

te también un incremento de la sf{ntesis de lipo-
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protefnas y un aumento de los triglicéridos y co-
lesterol séricos, que justifica la hiperlipemia
observada en gran némero de alcohblicos crénicos.
(15).

- Protefnas.

El alcohol produce, por un lado, una disrxni- '
nucién en la sintesis pfoteica a nivel hepatoce-
lular y, por otro, disminuye la secrecién de las -
protefnas sintetizadés en los ribosomas adheridos
al retfculo endoplédsmico y que han de ser secre-
tadas al plasma como son la albfmina y la trans-
ferrina con la subsiguiente acumulacién y reten-
cién de agua en el hepatoéito (balonamiento ce-
lular). Las.protefnas producidas y acumuladas en
el higado, como la ferritina (sintetizada a nivel
Vde los ribosdmaé), no sufren estos cambios acu-
mulativos (15).

- Hidratos de carbono.

La alteracibén m&s importante que el alcohol
produce sobre el metabolismo hepitico de los hi-
dratos de carbono es interferir la sfntesis de
glucosa. Aunque el alcohol no inhibe la hidré-
lisis de glucédgeno a glucosa hepéticos, en cambio
s{ inhibe la neoglucogénesis (16) como consecuen-

cia del aumento del NADH en el citoplasma celular.
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Cuando una persona sana o un alcohélico, ingiere
alcohol en circunstancias en las que no exista
reserva de glucbgeno hep4tico (ayuno de mis de
48 horas), puede presentar una hipoglicemia que
es causa de muerte sﬁbita en algunos individuos
alcohélicos.,

- Acido Grico.

Uno de los efectos mejor conocidos del al-
cohol es la depresién que causa sobre la excre-
cién urinaria de &cido Grico. El metabolismo oxi-
dativo del alcohol produce un aumento del cocien-
te NADH/NAD y del cociente lactato/pifuvéto (17).
La hiperlactacidemia contribuye a la aparicién

de acidosis l4ctica, generalmente poco severa,
'y también reduce la capacidad del tfibulo distal
del rifion para excretar Acido Grico con la sub-
siguiente hiperuricemia. Este es el mecanismo

que explica la asociacién bastante com@n de gota
y alcoholismo crénico. El aumento del Acido l4c- .
tico sérico ha sido reconocido, mas recientemente,
como un potente estfmulo inductor de fibrogénesis

hepAdtica en los alcohélicos crénicos (18).

- Porfirinas.
| La intoxicacién alcohélica aguda o crénica

ocasiona un aumento de la actividad de la enzima
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delta~amino-levulfnico~sintetasa en las mitocon-
drias de la célula hepitica. Este fenémeno de in-
duccién enzimltica que provoca el alcohol podrfa
explicar el aumento urinario de las coproporfiri-
nas que acompafian a la intoxicacién alcohélica

y el desencadenamiento de crisis porfiricas en
individuos con porfiria hepética (13).

- Cetosis y cetoacidosis alcohélica.

La cetosis que inicialmente se atribufa a
una deficiente nutricién en el alcohélico no ha
sido confirmada al demostrarse la persistencia
de la misma cuando se administra ﬁna dieta calé-
rica adecuada acompaﬁada de alcohol, Su.mecanié-
mo de aparicién no esti bien clarificado aunque
se relaciona con aiguna_alteracién de la funcién
mitocondrial producida por el alcohol. |

La existencia de cetoacidosis en un pacien-
te alcohblico recoge generalmente el antecedente
de una ingesta reciente. Clinicamente se mani-
fiesta por niuseas, vémitos y anorexia y se apre-
cian signos de deshidratacién, taquicardia, res-
piracién de Kussmaul, dolor abdominal y estupor.
Los anflisis de laboratorio muestran una acidosis
metabblica. Puede existir Gnicamente una débil

cetonuria si es valorada en tiras reactivas con~
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vencionales, dado que estas son casi insensibles
al 3-hidroxibutirato que es el cuerpo ceténico
que més sé eleva en estos casos. Este cuadro clf-
nico debe diferenciarse de una hipoglucemia, aci-
dosis lictica o una pancreatitis (19).

- Medicamentos.

La ingesta crénica de alcohol, al igual
que algunos firmacos, produce una hipertrofia
del retfculo endoplésmico liso que se acompafia de
un aumento de la actividad del citocromo P-450.

Esta adaptacién metabéblica contribuye a la
tolerancia que los alcohélicos, en estado de so-
briedad, tienen para ciertos f&rmacos como los
sedantes. En contraste con este fenémeno la in-
toxicacién alcohélica aguda potencia la acciédn
de los tranquilizantes tomados simultineamente
al retrasar su metabolizacién y, por consiguien-
te, su aclaramiento hepético, puesto QUe los en-
zimas que intervienen en este proceso estin ocu-
pados en metabolizar el alcohol ingerido. (19).
-= Hormonas. |

El hipogonadismo y la ginecomastia se aso-
clian comunmente a la cirrosis alcohélica en el
varén y se deben tanto a alteraciones gonadales

primarias como del eje hipotilamo-hipofisario.
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Recientes observaciones indican que el alcohol
produce alteraciones directas en el metabolismo
de la testosterona con disminucién de su sfntesis
y aumento de su catabolismo en alcohélicos no.
cirréticos., También se han descrito alteraciones
en el metabolismo estrogénico asociadas a hepa-
topatfa (19). o
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PATOGENIA DE LAS ENFERMEDADES HEPATICAS INDUCIDAS
POR EL AICOHOL.

Actualmente esti bien establecido que el al-

cohol ejerce un efecto téxico directo sobre el hi-
gado. El dafio hepitico inducido por el alcohol se
produce simultaneamente en dos sentidos. Por una
parte, produce alteraciones funcionales y estruc-
turales en las distintas organelas de los hepato-
citos, citadas anteriormente, cuya (Gltima conse-
cuencia es la necrosis celular con una reaccién
inflamatoria alrededor de los focos de necrosis
(20)+ En segundo lugar, el alcohol altera el me-
tabolismo hepltico del colégeno provocando un
progresivo aumento de las fibras de coligeno has-
ta llegar al estadio de cirrosis hepitica (21).
La fibrosis y la consiguiente formacién de né-
dulos de regeneracién condicionan una desestruc-
turacién de la arquitectura y circulacién norma-
les del hfgado y es ia responsable, entre otras
alteraciones, de la hipertensién portal y la in-
suficiencia hepatocelular, que son manifestacio-
nes clfnicas propias de la hepatopatfa alcohélica
en fase avanzada. | |

La acumulacién excesiva de coléigeno hep4-

tico puede ser el resultado del aumento de su
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sintesis, disminucién de su,degradacién o la com-
binacién de ambos procesos (20). El cblégeno se
sintetiza en forma de un precursor (procoligeno)
y en su sfntesis intervienen los fibroblastos,
los hepatocitos, las células de Ito o lipocitos
perisinusoidales y los miofibroblastos (sélo ob-
servables en hfgados cirréticos). La necrosis y
la inflamacién son un estimulo muy 1mp6rtante
para incrementar la sfntesis de coligeno, aun-
que ésta pueda iniclarse en ausencia de necrosis.
Actualmente se conoce que el alcohol tiene un
efecto directo sobre el metabolismo del coligeno,
principalmente a través del exceso de produccién
de &cido lactico, que estimula la accién de la
prolil-hidroxilasa, enzima que interviene en lah.
sfntesis de coligeno e inhibe la prolil-oxidasa
enzimaAnecesaria para su degradacién (18). La fi-
brogénesis inducida por el alcohol en el higado
es un proceso relativamente lento y existe un pe-
rfodo de tiempo en el que las lesibnes hep4ticas
son potencialmente reversibles (22), circunstan-
cia que puede tener posteriores connotaciones
terapéuticas. ,

Un hecho de gran importancia fisiopatolé-

gica y también con implicaciones terapéuticas es
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que tanto la necrosis celular como la fibrogéne-
sis se inician alrededor de la vena centrolobu-
lillar. E1 alcohol precisa para su metabolismo
una cantidad elevada de ox{geno prodﬁciendo una
hipoxia relativa en la zona 3 del acino, que es
la peor oxigenada en condiciones normales. La
hipoxia serfa el factor favorecedor de la apa-
ricién de las lesiones en esta zona centrolobu-
lillar.(20).

Adem4s del efecto téxico directo del al-
cohol, en la patogenia de las enfermedades por
é1 inducidas, interviénen otros factores no bien
conocidos como la nutricién, factores genéticos

y alteraciones inmunolégicas.
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ENFERMEDADES HEPATICAS DE ETIOLOGIA AICOHOLICA.
El alcohol puede ocasionar distintos cua-
dros anatomoclfnicos (esteatosis, hepatitis al-
cohdlica, cirrosis hepitica y colestasis) que
pueden presentarse aisladamente, si bien lo més
com@n es que se presenten combinados entre sf.
Habitualmente, su aparicién est4 en relacién
con la intensidad y duracién de la enfermedad al-
cohélicé, datos anamnésicos diffciles de recoger
en estos pacientes. Se desconocen los mecani smos
fntimos de pof qué no se afectan todos los su-
jetos alcohélicos con la misma intensidad y por
qué estos pacientes pfesentan una u otra enfer-
medad. La gran superposicién de manifestacioﬁeé
clinicas‘y biolégicas que suelen existir en los
diferentes cuadros de la enfermedad‘alcohélica
hacen aconse jable la préctica de la puncién biop-
sia del hfgado que permita establecer_el diagnés-
tico y cuantificar en cada caso el grado de le-
sién. La biopsia hepitica es también Gtil para es-
-tablecer el diagnéstico de enfermedades no alco-

hélicas que inciden en pacientes alcohélicos.

ESTEATOSIS
Es la lesién hepética inducida por el alcohol
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de observacién m&s frecuente y que traduce la
alteracién que éste ejerce sobre el metabolismo
_lipidico a‘nivel de la célula hepética.'Se carac-
teriza por el depésito de vacuolas grasas en can- -
tidad y tamafio variables en el interior de los
hepatocitos sin alteracién de la estructura he-
pitica. En ocasiones el crecimiento de las vacuo-
- las grasas puede pfovocar la ruptura de las mem-
branas celulares con extravasacién de 1fpidos

al intersticio y formacién de una reaccién in-
flamatoria de carécter granulomatoso, que se de-~
nomina lipogranuloma.'

La esteatosis hepética suele ser asintom4-
tica y/o se acompafia de una hepatomegalia blanda
y con nulas o mihimas alteraciones de las prue-
bas de 1aboratorio. Se puede considerar como un
proceso benigno que retrograda en poco tiempo
con la abstinencia pero puede también eVolucionar
a hepatopatfas méis graves si persiste la ingesta
de alcohol, Los pacientes que presentan esteato-
sis hepitica acompafiada de esclerosis de las venas
centrolobulillares pueden evolucionar a formas

m&s avanzadas de hepatopatfa alcohélica (23).



HEPATITIS ALCOHOLICA

Su forma clfnica de presentacién puedé ser
muy variable y va desde formas asintométicas a
formas de gran afectacién hepatocelular. El cua-
dro clfnico m&s habitual consiste en ictericia,
dolor en hipocondrio derecho, fiebre y leucoci-
tosis con alteraciones'biolégicas que indican da-
filo celular como son elevacién de las transamina-
sas, habitualmente moderada, con predominio de
la GOT sobre la GPT, hiperbilirrubinemia conju-
gada de intensidad variable y gran elevacién de
la gammaglutémiltranspeptidasé y‘fosfatasa alca~-
lina (24). ‘

Otras formas clfnicas incluyen manifestacio=-
nes de hepatopatfa crénica, forma pseudotumoral
con SOplo”audible en la superficie hepética (por
anastomosis arteriovenosas intrahepiticas), que
obliga al diagnéstica‘diferencial con el éarcinOa
ma hepatocelular, y forma fulminante con sfnto-
mas y signos de insuficiéncia hepatocelular grave
que conduce a la muerte del paciente en breve es-
pacio de tiempo, generalmente a través de una in-
suficiencia renal funcional. En ocasiones esta eén-
fermedad es totalmente asintomitica y puede mani-

festarse Gnicamente con una hepatomegalia y mfnimas
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alteraciones de las pruebas hepéticas, siendo el
estudio histolégico hepdtico el Gnico que puede
establecer el diagnéstico en estos casos.

El sustrato morfolégico de la hepatitis al-
cohblica es comfin en todas las variantes clfnicas
aunque su intensidad es wvariable y puede obser-
varse aislado o asoc{ado a otras lesiones hepé-
ticas de etiologfa alcohélica como son esteato-
sis, fibrosis o cirrosis. El patrén morfolégico
de la hepatitis alcohélica consiste en &reas de
necrosis celular, de localizacién preferentemen-
te centrolobulillar, con infiltracién inflamato-
ria por leuéocitos polimorfonucleares; Incluye
también hepatocitos en degeneracién hidrépica
algunos dé los cuales contienen hialina de Mallo-
‘ry. Como hemos visto anteriormente 1la hialina
de Mallory no es exclusiva de la hepatopatfa al-
cohélica pero su asociacién con necrosis de loca-
1lizacién centrolobulillar e infiltracién poli-
morfonuclear los hace caracterfsticos de la he-
patopatfa alcohélica. Las lesiones de necrosis
celular centrolobulillar progresan con frecuencia
a una esclerosis hialina de la vena centrolobu-
lillar que comporta el desarrollo de hipertensién

portal y justifica la aparicién de ascitis y
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hemorragia digestiva sin necesidad de existir
una cirrosis hepdtica asociada.

La hepatitis alcohélica es una lesién que
comporta una mortalidad elevada en fase aguda,
alrededor del 15% segfn diferentes series estu-
diadas. Existen unos signos'clinicos y biolégi-
cos que confieren un prondstico desfavorable al
curso de una hepatitis alcohélica como son la
existencia de encefalopatfa, una tasa de protrom-
bina inferior al 507 que no mejore tras la admi-
nistracién de vitamina K, una cifra de bilirru-
bina superior a 12 mg/dl, niveles bajos de al-
btmina y la elevacién de las cifras de nitrégeno
uréico plasmitico (25). En aquellos pacientes
que superan la fase aguda, sus lesiones revierten
con la abstinencia en la ﬁayoria de ocasiones.
Sin embargo, en un porcentaje no desdefiable de ca-
sos las lesiones histolégicas persisten o inclu-
so progresan a cirrosis, De todos modos, las pro-
babilidades de desarrollar una cirrosis son mu-
cho mayores para los paciehtes que'siguen bebien-
do alcohol,

COLESTASIS AGUDA AILCOHOLICA
En ocasiones, la hepatitis alcohblica se
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manifiesta como una colestasis de instauracién
aguda. En estos casos el diagnéstico es parti-
cularmente diffcil, especialmente cuando el pa-
ciente no reconoce una ;ngésta importante de al-
cohol, Este cuadro clfnico obliga a hacer el diag-
néstico diferencial con la colecigtitis, absceso
hepético y pancreatitis crénica alcohélica. El
diagnéstico sélo se establece con la biopsia he-
pitica, que debe practicarse una vez descartadas
las causas de cbiestasis extrahepitica mediante
la ecograffa o colangiograffa retrégrada.

chsionalmente la colestasis se asocia a
hiperlipemia y anemia hemolftica, junto a una
esteatosis masiva observable en la biopsia he-
pitica determinando el cuadro clfnico conocido
como sfndrome de Zieve (26). |

M4s recientemente se han descrito casos de
colestasis simple sin.lesiones de hepatitis al-
cohblica asociada, atribuidos a un efecto téxico
del alcohol a nivel del sistema excretor biliar
del hepatocito. El cuadro histolégico consiste
en una colestasis centrolobulillar asociada en

algunos casos a fibrosis (27).
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CIRROSIS HEPATICA ALCOHOLICA

La evolucién de la hepatitis alcohblica
a cirrosis ha sido ampliamente reconocida y se
acepta que la hepatitis alcohélica es el precur-
sor mis importante de cirrosis alcohélica, aun-
que también puede desarrollarse una cirrosis tras
una fibrosis progresiva sin cambios histolégicos
de hepatitis alcohélica (fig 2).

El patrén morfolégico es el de una cirrosis
micronodular en el que pueden identificarse otras
lesiones de origen alcohélico (esteatosis, hepa-
titis alcohélica) con manifestaciones clfnicas
similares a las de la cirrosis de otra etiologfa.

El pronéstico de la cirrosis hepitica al-
cohflica es variable, segin las series estudia-
das por diferentes autores, pero la. superviven-
cia mejora en todos los casos con el abandono
del hébito alcohélico,., En los individuos alcohé-
licos que dejan de beber la cirrosis puede adop-
tar un patrém macronodular y en esta etapa pueden

desarrollar un carcinoma hepatocelular.
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INGESTA CRONICA DE ALCOHOL

Hfgado normal

Higado graso

Fibrosis Hepatitis

Figura 2.

Alcohélica

CIRROSIS HEPATICA
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DIAGNOSTICO BIOLOGICO DEL ALCOHOLISMO.

El reconocimiento de una hepatopatfa alco-

hélica, afn en fase tardfa, tiene utilidad, pues
es sabido que la supervivencia de esta enferme-
dad mejora si los pacientes dejan de beber al-
cohol, Mayor interés tiene, no obstante, diag-
nosticar la enfermedad en7fases mis tempranas.

Es conocida la existencia de ciertas ano-
malfas bioqufmicas que se encuentran presentes
con mayor frecuencia en los pacientes alcohéli-
cos. Algunas de ellas, conocidas como marcadores
biolégicos del alcoholismo, puedén sugerir al
médico la existencia de un abuso en el consumo
de bebidas alcohélicas, ain en ausencia de he-
patopatfa establecida. La gammaglutamiltranspep-
tidasa (GGT) se considera el principal marcador
bioqufmico del alcoholismo y numerosos estudios
han demostrado su utilidad (28-29).

Su mecanismo de accién es a través del efec-
to estimulante que el alcohol tiene sobre las
enzimas del retfculo endoplésmico liso de los
hepatocitos, fenémeno de induccién enzimitica
que también ocurre en pacientes tratados con se-
dantes, barbitéricos, hidantofnas y rifampicinas,

etc. La GGT también se eleva de forma inespecifica
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cuando existe cualquier tipo’de hepatopatia.
Excluidas estas posibilidades una elevacién ais-
lada de esta enzima se encuentra en un 60-80% de
los individuos asintomiticos que consumen alcohol .
en cantidad excesiva y que no tienen evidencias
clfnicas ni bioqufmicas de enfermedad hepAtica.

Otra anomalfa bioqdimica de utilidad en
el diagnéstico del alcoholismo es el aumento del
volumen corpuscular medio de los eritrocitos
(VveM) por eﬁcima de 95 f1, que se apfecia en el
90% de los alcohélicos. En algunos casos se debe
a un déficit de-écido félico y suele asociarse
con anemia. Sin embargo, en la mayorfa de ocasio-
nes se gresenta sin anemia y no responde a la
administracién de Acido félico. Se debe al efec-
to téxico del alcohol o productos de su metabo-
lismo sobre los eritroblastos (30).

La determinacién simultdnea de ambos paré-
metros, VCM yGGT, permite detectar un nlmero
superior de bebedores excesivos de cada método
por separado y puede ser un método Gtil de des-
pistaje del alcoholismo en grandes colectivos de
personas asintométicas.

Otras alteraciones analfticas que se aso-

cian con el alcoholismo son la hiperuricemia y
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la hipertrigliceridemia. Estas anomalias pueden
también acompafiar a otras enfermedades y su es-
pecificidad en el diagnéstico del alcoholismo es
baja.

La alteracién de otras pruebas hepéticas
de laboratorio como por ejemplo la elevacién de
las transaminasas, presupone 15 existencia de

una lesién hepitica y por tanto no puede inter-
pretérse como un criterio titil para el recono-
cimiento del alcoholismo. Sin embargo, si posee
interés para el reconocimiento de la etiologfa
alcohélica de una hepatopatfa, cuando se encuen-
tra un cociente GOT/GPT superior a dos, hecho
inusual en las hepatopatfas no alcohélicas.

Cuando un paciente alcohbélico que presenta
~una elevacién de los parémetros'bioquimicos como
VCM yGGT mantiene una abstinencia prolongada
puede conseguir la normalizacién de los mismos.
Asf después de la supresién del alcohol la macro-
citosis suele desaparecer en unas 12 semanas.

La GGT suele regresar a valores normales entre
dos y cuatro semanas de abstinencia, en los casos
que no exista una lesién hep&tica. Si ésta ya
existe sélo se conseguir4 una reduccién de los

valores iniciales y en estos casos deben utili-
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zarse otras pruebas como la determinacibén de al-
cohol en sangre u orina para poder asegurar la
abstinencia del paciente, pues la anamnesis al
propio paciente o a sus familiares no siempre
es fiable. |
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TRATAMIENTO DE LA HEPATOPATIA ALCOHOLICA
El tratamiento de la hepatopatfa alcohélica

es fundamentalmente sintomltico y consiste en la
supresién del alcohol, medidas destinadas a me-
jorar el estado nutritivo de los pacientes y tra-
tar las complicaciones que aparecen en.el curso
de la enfermedad. En los dGltimos afios se han in-
troducido diversas terapéuticas supuestamente
especfficas cuya efectividad clfnica no est4, en
la mayorfa de casos, bien establecida.

La abstinencia de bebidas alcohdlicas es
suficiente para conseguir la desaparicién de las
lesiones en la esteatosis y sﬁele me jorar la
progresibén de las lesiomes histolégidas, la su-
pérvivencia y la calidad de vida en la hepatitis
alcohbélica y en la cirrosis alcohélica,

En los pacientes con hepatitis alcohélica
tanto el aporte nutritivo y vitamfnico adecuados,
como el tratamiento correcto de las infecciones
y de otras complicaciones como encefalopatia,
ascitis y hemorragia digestiva que acompafian con
frecuencia esta enfermedad y finalmente la pre-
vencidén y tratamiento del sf{ndrome de abstinencia,
suelen me jorar la supervivencia en la fase agu-

da de la enfermedad.
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Dentro de los tratamientos supuestamente es-
peci{ficos el uso de los corticoides, basado en su
accién antiinflamatoria e inmunolégica, ha sido
ampliamente difundido en el tratamiento de la he-
patitis alcohdélica sin que existan trabajos homo-
geneos que puedan asegurar su utilidad (31).

Existen otros ensayos terapéuticos que de-
muestran la disminucién de la mortalidad y la me-
jorfa clfnica y bioquimica de los pacientes al-
cohélicos tratados con hipernutricién enteral o
parenteral (32). El interés por este tipo de tra-
tamiento se inicid después de observarse la si-
militud del cuadro histolégico de los pacientes -
con hepatitis alcohélica y aquellos sometidos a.
by~-pass yeyuno-ileal tras conocer.que existfa en
estos Gltimos pacientes una mejorfa de las lesio~
nes al ser sometidos a una dieta rica en amino&-
cidos administrados por via enteral o parenteral.

El estado hipermetabélico que tienen-los
pacientes alcohblicos y el consiguiente mayor con-
sumo de oxfgeno, producen lesiones por hipoxia
relativa en la zona peor oxigenada del hepatocito
como es la zona centrolobulillar. Bajo esta hipé-
tesis se han ensayado drogas antitiroideas (pro-

piltiouracilo) en el tratamiento de la hepatitis
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alcohélica con buenos resultados tanto en estu-
dios experimentales en ratas alimentadas con al-
cohol como en un estudio controlado en humanos
efectuado por Orrego et al (33). Estos efectos
beneficiosos no han podido ser confirmados por
otros autores (34).

| El tratamiento con.lnsulina y glucagén,
factores hepatotré6ficos, ha sido sugerido como
una posible arma terapéutica en las hepatopatfas
graves como la hepatitis alcohélica. Los estu-
dios publicados hasta la actualidad son muy ini-
ciales y no existen aln datos definitivos que
puedan asegurar su utilidad.

Las alteraciones de la fibrogénesis con el
consiguiente aumento del depbsito de fibras de
colégeno juegan un papel fundamental en la apa-
ricién y progresién de las lesiones hepéticas
inducidas por el alcohol. Por .este motivo se ha
investigado la utilidad de medicamentos capaces
"de actuar sobre el metabolismo del coligeno ya
sea disminuyendo su sfntesis o aumentando su de- -
gradacién. En esta lf{nea se encuentran- los ensé—
yos realizados con D-penicilamina y colchicina.

Los estudios de Mezey et al (35) con D-pe-

nicilamina muestran una disminucién de la acti-
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vidad prolilhidroxilasa (enzima que interviene

en la sintesis de coligeno). Otros efectos be-
neficiosos sobre la inhibicién de la fibrogénesis
en humanos no han sido referidos con esta dro-
ga. ,

Kershenobich et al (36) publicaron en 1979
el resultado inicial de un ensayo terapéutico
con colchicina en 43 pacientes con cirrosis he-
pitica tratados durante tres afios con esta dro-
ga, en los que existfa una mejorfa de las prue-
bas heplticas, disminucién de la fibrosis y au-
mento de la supervivencia en comparacién con el
grupo control.

Podrfamos pues concluir que no existe atin
el tratamiento definitivo de la hepatopatfia al-
cohbélica. Este debe iniciarse con la abstinencia
de bebidas alcohélicas y las medidas de caricter
general descritas. Puede ademds ensayarse alguna
de las terapéuticas més éspecificas siendo en la
actualidad la hipernutricién y las drogas anti-

fibrogenéticas las m&s prometedoras.
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B) ., FIBROGENESIS HEPATICA

NATURALEZA DEL TEJIDO CONJUNTIVO HEPATICO

La matriz del tejido conjuntivo intersti-

cial hepéitico, esti compuesta principalmente

por protefnas del tipo colégeno. También se en-
cuentran agua, sales y otros componentes cuali-
tativamente menos importantes como son las.glué
coprotefnas no colagénicas, los proteoglicanos

¥y glucosaminoglicanos.

COLAGENO

En el cuerpo humano hay por lo menos 7 ti-
pos genéticamente distintos de colégeno. En el
hfgado existen 4 de estos tipoé, Todas las mo-
léculas de colédgeno estan formadas por tres ca-~
denas polipeptfdicas denominadas cadenas alfa
que configuran una triple hélice. La molécula de
colégeno puede contener un sdlo tipo o dos ti-
pos diferentes de cadenas alfa (tabla I). la
proporcién de cada uno de los diferentes tipos
de coligeno es especifica para cada tipo de te-
jido (37-47), aunque éstas proporciones cambian
con el envejecimiento en el mismo tejido (48).

Aunque cada tejido pueda contener hasta cuatro
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" TABLA 1

TIPOS DE COLAGENO EN TEJIDO CONJUNTIVO HEPATICO

Tipos Cadenas po- Férmula Peso mo~
‘ lipeptidicas molecular lecular
[y (D) 95.000
| 3 ,

1 | ,( 0(1(1)"2682
% ot 95.000

+ r 1
trimero I° K (I s I 95.000
- 1 (1) L_°(1 ( )J 3

III % (III) o (11I) 95.000

1 L1 13
g 3 . o 104.000

A vl 3 0%0) 30

V o AB [o{B XA BB 2
99.000
v oy (IV) ¥ (IV) 4 140.000

+ Presente en pequefla cantidad; no se conoce su

distribucién en tejido hepltico.
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tipos distintos de coligeno, no hay evidencias

de que tipos diferentes de colégeno polimericen
en la misma fibra. La localizacién y la distri-
bucién en el hfgado de los cuatro distintos tipos
de coligeno ha podido ser conocida gracias a la
obtencién de anticuerpos monoespecfficos f£luo-
resceinados (49-52),

El colégeno tipo I corresponde a los haces
gruesos de coligeno y forma el tejido conjunti-
vo denso del hfgado (50,53). Se localiza prefe-
‘rentemente en los espacios porta y acompafia a los
grandes vasos que penetran en el 6rgano.

El coligeno tipo III representa el estro-

ma reticular del hfgado (50,53). Esti formado
| por fibras argiréfilas que forman el armazdn
conjuntivo del tejido. Se organiza en haces del-
gados y se localiza en espacios porta, venas
terminales y parénquima. En el parénquima se han
identificado en el espacio de Disse, en contac-
to con las prolongaciones de la membrana plas-
mitica de las células de Ito (54).

No todas.las fibras reticulares del higa-

do son coligeno tipo III. Otros tipos de colé-
geno como el IV y V y glicoprotefnas como la fi-~

bronectina se tifien con plata. Ha sido sugerido
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que la tincién argir6fila de la fibra de colé-
geno tipo III, es debida a su asociacién con fi-
bronectina (55).

El colégeno tipo II1I forma haces delgados
y se organiza en formabdé tejido conjuntivo la-
x0. En cambio el colfgeno tipo I se organiza en
haces gruesos y forma el tejido conjuntivo den-
so. Esta organizacién de las fibras puede tener
gran importancia si consideramos: que su difereﬁ-
te estructura y organizacién puede determinar
distintos grados de.susceptibilidad de la pro-
tefna a la digestién por enzimas proteolfticas
espec{ficas denominadas colagenaéas.

El colégeno tipo IV es tfpico de las mem-
‘branas basales. Se encuentra alrededor de las
células de musculo 1liso en los vasos sangufineos,
rodea conductos biliares, nervios, arteriolas |
hep&ticas y conductos linfiticos. En el paréh-
quima hepético se situa entre el revestimiento
endotelial y las trabéculas de los hepatocitos
(51). -

El colégeno tipo V se encuentra en espa-
cios porta y venas heplticas terminales (50).
Tiene ademés una localizacién perisinusoidal y

en algunos sitios parece envolver a algunos he-
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patocitos. Este colégenq es heterogéneo en cuan-
to a su composicién en subunidades polipeptfdicas.
Tiene algunas semejanzas con la composicién de
los aminoécidos con el coligeno de la membrana

basal,
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GLUCOPROTEINAS

En el tejido hep&tico a niwvel intersticial se
encuentran varias glucoprotefnas aunque sélo dos
de ellas han sido identificadas por medio de an-
ticuerpos fluorescentes éspecificos. Estas pro-
tefnas son la laminina y la fibronectina (51).

La fibronectina es una protefna de elevado

ﬁeso molecular formada por dos subunidades no
1dénticas de 220,000 daltons (56). Es la protei-
na mas abundante de la membrana plasmética de
los fibfoblastos y estd disminuida o ausente en
la membrana de los fibrobiastos transformados.
En el plasma hay una protefna similar a la fi-
bronectina desde el punto de vista inmunolégico,
. aunque aparentemente diferente en tamafio que se
encuentra en una concentracién de 30 mg/ml (57,
58). La fibronectina tiene varios sitios especi-
ficos en su estructura que son importantes en
su funcién., Tiene zonas especfficas de unidén pa-
-ra células, glucosaminoglicanos, coligeno y glu-
coprotefnas. Se ha demostrado que la fibronec-

- tina es un factor quimiotélctico para fibroblas-
tos y participa en fenbmenos de opsonizacién
(58-59). En el\higado la fibronectina se encuen-

tra distribuida en todos los lugares en donde
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hay colégeno tipo IV, excepto en las regiones
periportales (51). Se encuentra asociada a otros
tipos de coligeno en el parénquima y alrededor
de la vena terminal.

La laminina es otra glucoprotefna forma-
da por dos subunidades de peso molecular distin-
to (220.000-440.000 daltons) unidas por puentes
disulfuro (57). Es inmunolégicamente distinta a
la fibronectina y tiene ademds un peso molecular
y una composicién de subunidades diferente (60).
Se encuentra en las membranas basales de todos
los tejidos y en el hfgado se distribuye con el
coligeno tipo IV, excepto en la zona sinusoidal .
en donde se encuentra fibronectina en vez de la-
minina. Esta protefna puede desempefiar un papel
en la morfogénesis y puéde ser una de las pro-
tefnas mas importantes en el fenbmeno de adhe-
sién de las células epiteliales al colégeno,
especialmente al coligeno tipo IV, circunstan-
cia que favorecerfa la proliferacién celular (61).

Existe otra glucoprotefna de peso molecu~
- lar elevado y cuya estructura se desconoce, que
se ha extrafdo de la matriz'conjuntiva del hi-
gado asociada a otras protefnas, denominada he-

patonectina que es inmunolégicamente diferente
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a la fibronectina aunque con una composicién de
aminoAcidos parecida. En el hfgado se localiza
en los espacios porta delimitando la membrana
limitante. Estd presente alrededor de la vena
terminél. En la regibén sinusoidal muestra un
patrén seme jante al observado en los colégenos

tipo IV y V.,
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PROTEOGLICANOS Y GLICOSAMINOGLICANOS

Los proteoglicanos forman la sustancié ba~-
se del tejido conjuntivo y son importantes por-~
que condicionan sus propiedades viscoelisticas.
Los proteoglicanos estén constituidos por uni-
dades de polisacérido (95%) y de proteina (5%).
Estos voluminosos polianiones retienen agua y
cationes y asf forman la sustancia base del te=~
jido conjuntivo. Los glicosaminoglicanos son las
cadenas polisaciridas de los proteoglicanos y
est4n formados por unidades repetitivas de un di-
sacirido que contiene un derivado amino-azdcar
que es la glucosamina o la galactosamina (62-63).
Por lo menos uno de los azficares del disacérido
tiene un grupo carboxilato o sulfato cargado ne-
gativamente. Los principales glicosaminoglicanos
son el hialuronidato, condroitin-sulfato, kera-
tdn-sulfato, dermatdn-sulfato , hepardn-sulf&to
y heparina, | |

No se conoce la estructura de los proteo-
glicanos del hfgado. Sin embargo la proporciébn
de glicosaminoglicanos hepAtica si ha sido cuan-
tificada resultando que en el hfgado existe: 10%
de &cido hialurénico, 7% de dermatdn-sulfato, 7%

de condroitin-sulfato y un 75% de hepardn-sulfato
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(64-65). Este Gltimo se encuentra en una concen-
tracién elevada debido a que es el glicosamino-
glicano mds abundante de la membrana plasmética
de los hepatocitos y es sintetizado por hepato-
citos (66) o lineas celulares derivadas de los
mismos (67). La distribucién precisa de los otros
glicosaminoglicanos dentro del hfgado no est&

claramente establecida.,
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METABOLISMO DEL COLAGENO

ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS DE COLAGENO

Como ya hemos comentado en un apartado an-
terior cada uno de los diferentes tipos de co-
l4geno consta de tres cadenas alfa. Cada una de
estas cadenas esti sintetizada por un gen dis-
tinto y su secuencia de aminolcidos es diferen-
te (40,68). Sin embargo hay mucha similitud entre
ellas. Las cadenas alfa estén formadas por la
aposicién de tripletes de amino4cidos de los que
uno es la glicina y los otros dos son variables,
ajustindose a la férmula (Gli-X-Y)n. En los ‘teji-
dos conectivos el nfmero de tripletes (n) es a-
pfbximadamente de 334 y en el colégeno de la mem~
brana basal es de aproximadamente 490. En la po-
"sicién X se encuentra en la mayorfa de los ca-
sos la prolina y en la posicién Y se encuentra
la hidroxiprolina y la hidroxilisina, dos amino-
4cidos que no abundan en la constitucién de las
otras protefnas del organismo (40,69). La secuen-
cia glicinanrolinawhidroxiprolina se repite
con frecuencia. Algunos residuos de la hidroxi-
lisina sufren una glicosilaci6n con galactosa o

glucosa y galactosa (40,68). El nGmero de unida-
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des de carbohidrato incorporadas por unidad de
procoléigeno varfa con los diferentes tipos de co-
l4geno., La repeticién del triplete Gli-X-Y es
imprescindible para la formacién de la triple hé-
lice (70). El avance por residuo de esta hélice,
distinta de la hélice alfa, es de 2,9 Ay el nG-
mero de residuos es de 3,3 por vuelta (71). las
tres cadenas se unen entre s{ mediante puentes
de hidrégeno. Los dadores de hidrégeno son los
grupos NH peptidicos.de los residuos de glicina
y los aceptores del hidrégeno los grupos CO pep-
t{dicos de los residuos de otras cadenas., La di=-
reccién del puente de hidrégeno es transversal
respecto al eje de la fibrilla de col4geno. Los
grupos hidroxflicos de los residuos de prolina

y las moléculas de agua también participan en
los enlaces de hidrégeno, gstabilizando la triple
hélice (72). La glicina es el Gnico residuo que
puede situarse en una posicién interior (71).

Los dos residuos de amino&cidos a cada lado de
la glicina quedan situados en el exterior de la
fibra, donde los anillos voluminosos de los resi-
duos prolina e hidroxiprolina pueden acomodarse
facilmente; La glicina es el amino&cido més pe-

queiio y su pequefio tamafio permite a las cadenas
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alfa formar una triple hélice. Esta configura-
cién de la triple hélice es necesaria para la
secrecién normal del coligeno y lo hace resis-
tente al fraccionamiento por la accién de las
proteasas de los tejidos excepto a la colagena-
saj(73). La triple hélice le confiere a la mo-
lécula de colégeno, dureza, resistencia a la
traccién y esta configuracién es esencial para
la organizacién de las moléculas de coligeno en
fibrillas (38,74). El depbsito de moléculas de
coligeno formando fibrillas y la presencia de
hidroxiprolina en las moiécplas son esenciales
para la formacidén de enlaces intermoleculares

y a su vez éstos aseguraﬁ la solidez de las fi~-
brillas de coligeno (74-77). El désenrollamien-
to de la triple hélice provoca la desnaturali-
zacién del colégeno, que puede afectar a una par-
te o a la totalidad de la molécula de colégeno,
quedando las zonas desnaturalizadas susceptibles
de ser digeridas por hidrolasas &cidas y protea-
sas neutras (73,77). Cuando la temperatura de
los tejidos es préxima a los 402 C los enlaces
de hidrégeno y los puentes de agua que mantienen
la estructura de la triple hélice se rompen, la

hélice pierde su estructura, se desenrolla'y que-
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da apta para la digestién enzimitica (72,78).
Las caracter{sticas estructurales que con-
tribuyen a la formacién y estabilizacién de las-
cadenas alfa de la triple hélice de coligeno son
necesarias tanto para la sintesis , secrecibn y
depbsito del colélgeno como para mantener el re-
cambio de esta protefna en el tejido ¢onjuntivo.
La estructura primaria y terciaria del colégeno
también juega un papel importante en lavinterac-
cién de células con colégeno y su entorno, y su
interaccién con otras protefnas de la matriz ex-

tracelular (79).
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BIOSINTESIS DE 1.AS CADENAS DE PROCOLAGENO
En 1971 Lenaers et al (80) estudiando piel

de ganado afecto de dermatosparaxis descubrieron
el precursor de la cadena alfa del col&geno tipo
I. Este descubrimiento fue seguido de otro mds
general por el que se sabe que todas las cade-
nas polipeptfdicas del coléigeno se sintetizan co-
mo grandes cadenas de procoligeno llamadas cade-
nas proalfa. Estas cadenas proalfa son sinteti-
zadas en el retfculo endopl&smico rugoso: (a ni-.
vel de los polisomas)(81).

Las cadenas proalfa constan de-una regifn
central formada por tripletes (Gli-X-Y) y dos ex-
tremos terminales, uno amino (N) y otro carboxi
(C). En el extremo aminoterminal del procolégeno
existe un pequeno segmento que tiene la estruc-
tura helicoidal del col&geno, pero la mayor par—A
te del mismo y todo el extremo carboxiterminal
estin formados por cadenas lineales no colagéni-
cas (69).

El peso molecular del extremo aminotermi-
nal (N) es de 15.000 daltons y el del extremo
carboxiterminal (C) es de 34.000 déltons. El pe-
so molecular de una cadena proalfa es aproxima-

damente de 150.000 daltons y el de una molécula
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de procolégeno de aproximadamente'AS0.000 daltons
(68,82).

Mas recientemente se sabe que las cadenas
de procolégeno se sintetizan como preprocolégeno
que tienen unos 100 amino&cidos en la parte ini-
cial del extremo aminoterminal de las cadenas del
procolégeno (83). Estos residuos sirven de gufa
para el inicio de la sintesis de las cadenas po-
lipeptfdicas dentro del retfculo endoplésmiéo Tu-
goso. Estas cadenas de preprocolégeno pasan ra-
pidamente a cadenas proalfa (en el retfculo en-
doplésmico rugoso) y permanecen asf{ hasta que

son secretadas al espacio extracelular (68,70,83).

TRANSCRIPCION Y TRADUCCION

Como en. toda sintesis de proteinas la trans-
cripcién del mensaje genético del DNA al RNA men-
sajero (84), es el primer paso para la sintesis
de cada cadena de preprpcolégeno (tabla II). Ca-
da tipo diferente de RNA mensajero traduce a ni-
vel de los polisomas del retfculo endoplésmico
rugoso, una cadena polipeptfdica diferente que
pasard luego a la luz de esta organela. Asf{ se de-
termina la estructura primaria de la protefna,

por lo que defectos en la transcripciédn o tra-
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TABLA 1II

SINTESIS DE COLAGENOC

1. Transcripcién de los genes para cada cadena de colé-
geno, ' _

2. Traduccién d&l RNA mensajero para cada cadena de co-
légeno. |

3. Modificaciones postraduccionales.

a)., Hidroxilacién de la prolina y lisina en las
cadenas preproaifa y proalfa (reticulo endo-
plésmico rugoso).

Enzimas: 3 prolil-hidroxilasa, 4 prolil-hidro-
xilasa, lisil-hidroxilasa. '
Cofactores: Oxfgeno, ascorbato, ién ferroso,
alfa-cetoglutarato.

b). Glicosilacién de la hidroxilisina en las ca-
denas proalfa (retfculo endoplésmico rugoso).
Enzimas: Gaiactosiltransferasa y glucosiltrans-
ferasa.

Cofactores: Mn++. ,

c). Glicosilacién de los péptidos terminales.
Enzimas: Glucosiltransferasa y manosiltrans-
ferasa.

Cofactores: Manosé, glucosamina, asparagina.

d). Formacién de puentes diéulfuro entre los ex-
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tremos carboxiterminal de las tres cadenas pro-

alfa.
e). Formacién de la triple hélice.
f). Transporte de moléculas de coligeno al com-
plejo de Golgi.
Requerimiento: Energfa.
g)+ Secrecién de las moléculas de procolégeno al
| espacio extracelular.
Requerimiento: Energfa, microttbulos fntegros.
h) . Conversién de las moléculas de procoligeno en
coligeno.
Enzimas: Procoligeno N-peptidasa y procoléige-
no C-peptidasa.
Cofactores:'Ca++, Zn++.
4. Unién ¢é las moléculas de colégeno formando fibri-
llas. .
5. Formacién de enlaces intramoleculares e intermole-
culares.
Enzima: Lisiloxidasa.

Cofactor: Cobre.
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duccién serdn responsables de defectos en la se-
cuencia primaria de los amino4cidos en las cade-
nas polipeptidicas del cblégeno, que pueden ser
tebdricamente responsables de defectos heredita-

rios o adquiridos del coligeno.

MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES
Mientras las cadenas alfa del preprocolé-
geno estin aln unidas a los ribosomas empiezan
ya dos de los ocho pasos postraduccionales (ta-
bla II).
- Hidroxilacién de los resfduos de prolina y
lisina.

La hidroxilacién de los residuos de proli-

na y lisina empigza mientras estas cadenas de
preprocolégeno est4n en la luz del retfculo en-
doplésmico rugoso y se completa en las cadenas
proalfa antes de que la triple hélice se forme

en la luz del retfculo endoplésmico rugoso (68,
83, 85, 86). De hecho estas hidroxilaciones fi-
nalizan cuando las cadenas polipeptfdicas inician
la formacién de la triple hélice (fig. 3). Aque-
llas condiciones que faciliten o retrasen la for-
macién de la triple hélice tales como cambios de

temperatura o en la formacién de puentes disul-
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EZPROLIL-HIDROXIL_ASA
LISIL-HIDROXILASA

FE+§ 

— g - o

GALACTOSIL- TRANSFERASA
GLUCOSIL-TRANSFERASA

MEMBRANA  CELULAR

Figura 3. Blosfntesis del coligeno. Modificgciones postraduccionales. -
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furo, pueden alterar la cantidad de hidroxipro-
lina e hidroxilisina en cada tipo de .cadena po-
lipeptfdica (40, 85, 87). De forma similar de-
ficiencias o defectos en los enzimas hidroxilan-
tes o en sus cofactores o cosustratos provoca-
rin deficiencias de hidroxiprolina e hidroxili~
sina, lo qﬁe comportari alteraciones en la se-
crecién, formacién de fibrillas, enlaces cruza-
dos o dégfadacién del coligeno (83, 85, 86, 88-
90). Los defectos en las reacciones de hidroxi-
lacién son la base de varias enfermedades del
colédgeno tanto hereditarias como adquiridas.
Salvo pedueﬁas cantidades de hidroxiproli-
na que existen en la elastina (51), acetilcoli~-
nesterasa (92) y fraccién Clq del complemento
(93), la hidroxiprolina en los vertebrados sélo
ée encuentra en el coligeno. La hidroxiprolina
e hidroxilisina né se incorporan a las cadenas
polipeptfdicas del coligeno por los mecanismos
habituales de sfntesis proteica. La hidroxipro-
lina en el organismo deriva de la hidroxilacién
de los residuos de prolina en la cadena polipep-
tfdica recien formada y no es posible incorpo-
rar hidroxiprolina marcada a un colégeno sinte-

tizado porque'no exi§te en el organismo RNA de
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transferencia para este amino&cido (69).

La hidroxilacién de la prolina y lisina
esti catalizada por los enzimas 3-prolil~hidro-
xilasa, 4-prolil-hidroxilasa y lisil-~hidroxila-
sa. Estas reacciones requieren oxfgeno libre,
ién ferroso, alfa-cetoglutarato y &cido ascér-
bico (69, 71, 94). La 3-prolil-hidroxilasa hi-
droxila el carbono 3 y la 4-prolil-hidroxilasa
hidroxila el cuarto carbono del anillo de proli-
na. La 3-prolil-hidroxilasa s6lo reconoce a la
prolina en la porcién X del triplete Gli-X-Y y
.la 4-prolil-hidroxilasa sb6lo reconoce a la pro-
lina en posicién Y (95, 96). Dado que la 4~hi-
droxiprolina predomina en todos los tipos de co-
l4geno, cuando se habla de hidroxiprolina en ge-
neral se piensa en ella. La 3-hidroxiprolina re-
presenta sin embargo aproximadamente el 10% del
total de la hidroxiprolina en el procolégeno de
la membrana basal (97, 98) y es probable que es~
te aminodcido contribuya a una mayor estabilidad-
térmica del procoligeno de'la membrana basal o
a un aumento de resistencia a la accién de las
colagenasas tisulares.

Cantidadeswadecuadas de 4~hidroxiprolina

son necesarias para estabilizar la triple hélice
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de coldgeno a la temperatura corporal (72, 78).
Cuando el contenido de 4-hidroxiprolina se redu-
ce de forma notable por una hipoxia tisular o un
déficit de vitamina C, el coligeno recién sinte-
tizado se desnaturaliza y no forma la triple hé-
lice. Ello produce un descenso en la secrecién
y depbsito del colégeno y un incremento en la de-
gradacién del coligeno no hidroxilado que es se-
cretado como prdteina no funcionante y no seré
incorporado para formar fibras de coiégeno (69).
Los residuos de hidroxilisina son precisos
para la formacibn de enlaces intermoleculares
qué estabilicen las moléculas de coligeno en las
fibras (75, 76, 99, 100). De forma similar a la
4=-prolil-hidroxilasa, la lisil~hidroxilasa sblo
reconoce a la lisina cuando ésta estd situada en
la posicién Y del triplete Gli-X-Y (101). Asi~
mismo la hidroxilisina de forma simiiar a la hi~
droxiprolina se encuentra casi Gnicamente en los
tejidos de los vertebrados. Existe una variacién
en las cantidades de hidroxiprolina en los dife-
rentes tipos de coléigeno e incluso en los mis-
mos tipos de coligeno en diferentes tejidos y se-
gln la edad del ;ejido'en un mismo tejido (40, 76,
85, 88, 102, 103).
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Los defectos de hidroxilacién de la lisina
deben ocurrir antes de que las cadenas de proco-
l4geno formen la triple hélice en los ribosomas
pero este déficit sbélo se pone de manifiesto cuan
do las moléculas de procoligeno son secretadas,
convertidas en coligeno y organizadas en fibras.
La deficiencia de hidroxilisina provoca una de-
ficiencia en las uniones cruzadas intermolecula-
res provocando una pérdida de resistencia a la
traccién en las fibras de coligeno (76, 88, 100).

~ Glicosilaciébn de los residuos de hidroxili-

sina.

La glicosilacién de la hidroxilisina es el
tercer paso postraduccional que se produce en las
cadenas proalfa (82, 83). Algunos de estos resi-
duos son nuevamente glicosilados con glucosa (82,
85, 103). Estas reacciones son catalizadas por
los enzimas galactosiltransferasa y glucosiltrans-
ferasa respectivamente, que requieren como cofac-
tor Mn++. Estos enzimas glicosilantes son especi-
ficos para residuos de hidroxilisina de las cade-
nas proalfa del coligeno antes de que adopte la
conformacién helicoidal, E1 némero de unidades
de carbohidrato ;ncorporédas por unidad de pro-

colégeno depende del tejido. Dado que la hidro-
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Xilisina es requerida como un aceptor para la glu-
cosa o la galactosa, la glicosilacién no puede te-~
ner lﬁgar cuando la hidroxilacién de la lisina es-
t4 bloqueada. La formacién de la triple hélice
bloquea también esta reaccidén por lo que el nime-
ro de glicosilaciones puede verse afectada por
cambios en la velocidad de formacién de la triple
hélice. De hecho el tiempo transcurrido en la
formacién de la triple hélice y el nlmero de gli-
cosilaciones varfa en cada tipo de coligeno. Un
retraso en la formacién de la triple hélice se
manifiesta por un aumento del intervalo de tiem~-
po entre la sintesis y la secrecién de procolé-
geno que se acémpaﬁa asimismo de un aumento en el
ndmero de glicosilaciones de las cadenas proalfa
(90, 103, 104).
| -~ Glicosilacién de loé;géptidos terminales v

formacién de puentes disulfuro.

Las cadenas no colagénicas del péptido car-
boxiterminal (C) de cada cadena proalfa se glico-~
silan en el retfculo endopldsmico rugoso (105-
106). Esta glicosilaciénves bastante diferente de
la que se origina en el resto de 1é cadena proal-
fa del coligeno. Utiliza azficares diferentes co-

mo la glucosamina y la manosa que se unen a la as
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paragina a través de uniones N~-glicosfdicas (105).
La incorporacién de estos azficares se bloquea por
la tunicamicina (101) pero no se afecta por de-
fectos en la hidroxilacién de la lisina (106). No
se conoce actualmente la funcidbn exacta de estos
azficares. Otro paso importante en el proceso de
sintésis intracelular de las cadenas proalfa de
coligeno es la formacién de puentes disulfuro
dénﬁro de la cadena (107,108) y entre las cade-
nas proalfa (82,109,110).

Como en otras protefinas que contienen puen=-
_tes disulfuro, no estd claro si la formacién de -
estas uniones ;equiere'un mediador enzimético o
si ocurren espontaneamente durante la sintesis.

Dado que los puentes disulfuro entre las
cadenas estan en el extfemo carboxiterminal estas
uniones no pueden formarse hasta que el proceso
de traduccibén se haya completado. Evidencias in-
directas indican que los puentes disulfuro no se
forman hasta que el proceso de traduccién se ha
completado y quizés>no se produzca hasta que las
cadenas proalfa hayan sido liberadas de los ribo=-
somas (87,111,112,113),

- Formacién de-la triple hélice.

La formacién de la triple hélice ocurre en
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la luz del retfculo endoplésmicc rugoso y el pro=-
ceso se inicia cuando se han formado los puentes
disulfuro entre los péptidos de los extremos car-
boxiterminales de las tres cadenas proalfa (87,
89). Se cree que los péptidos del extremo carbo-
xiterminal sirven para el reconocimiento correc-
to de las diferentes cadenas proalfa que inter-
vienen en la formacidn de cada una de los tipos
especfficos de coligeno. Debido a que una misma
célula puede sintetizar simultaneamente varios
tipos de coligeno, elastina, proteoglicanos, fi-
bronectina y otras glicoprotefnas de la matriz '
extracelular, debe existir un método capaz de re-
conocer de forma especffica los polipéptidos que
son necesarios para la sintesis de cada protef-
na especf{fica. El péptido carboxiterminal ayudaQ
rfa al reconocimiento de las cadenas proalfa y
su correcta asociécién en grupos de tres éara la
s{ntesis de los diferentes tipos de coligeno.
Inicialmente se creyd que el extremo ami=-
noterminal de las cadenas proalfa podrfa ser al
igual que el extremo carboxiterminal una zona de
reconocimiento de péptidos, pero los extremos .
aminoterminales poseen sblo gﬁentes di sulfuro

dentro de su cadena y no entre las cadenas (82,
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114). Aunque la ausencia de puentes disulfuro
entre las cadenas proalfa no es un hecho exclu~
yente, si al menos reduce la verosimilitud de
que el extremo aminoterminal juege un papel en
el reconocimiento de las distintas cadenas pro-
alfa. |

= Secrecidédn de las moléculas de procoligeno.

Inmediatamente que la triple hélice se for-
ma, el procoligeno es trasladado del retfculo
endoplésmico TUugoso al<complejo de Golgi antes
de abandonar la célula (81,115,116).

Durante el proceso de secrecién las molé-~
culas de proéolégeno se alinean formando paque-
tes condensados en las vacuclas de Golgi (81).
Dichas vacuolas son luego transportadas a la su-
perficie de la célula donde ei procolégeno es
secretado mediante el proceso de exocitosis (81).
Este proceso de transporté y secrecibn precisa
de la indemnidad de los microtﬁﬁulos. La colchi-
¢ina y la vinblastina despolimerizan los micro-
tGbulos y por tanto estas drogas pueden alterar -
la secrecién normal de coligeno (638,82,117,118),

Aproximadamente’un tercio del coligeno que
se sintetiza puede degradarse'antes de su secre-

cién (119), E1 significado'de este hecho no es
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bien conocido pero es probable que sea para evi-
tar que moléculas deficientemente formadas sean
secretadas de la célula. Inclufria defectos en

la secuencia primaria, hidroxilacién de los re-
siduos de prolina, formacién de los puentes di-
sulfuro o combinaciones anormales entre las di-
ferentes cadenas proalfa. La degradacién intra-
celular podria ser un mecanismo que controlara

la velocidad de secrecién del procoléigeno.

MODIFICACIONES EXTRACELULARES

- = Conversidén de las moléculas de procollgeno

en coligeno v formaciédn de fibrillas.,

En el espacio extracelular el procoligeno
se convierte en colédgeno. Precisa para ello de
las enzimas prbcolégeno-N—peptidasa y procol4-
geno-C-peptidasa que escindiran de forma inde-
pendiente los extremos aminoterminal y carboxi-
iterminal respectivamente, de la molécula de co-
l4geno, requiriéndose como cofactor el ca’t (120,
122) (fig. 4). Las moléculas de procollgeno que
. son solubles, difunden hacia donde est&n locali-
zadas estas enzimas que escinden los extremos
de la molécula de procoligeno -y la convierten en

coldgeno (40,82,89). Las moléculas de colégeno
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se agrupan espontlneamente para formar fibrillas
de coligeno insolubles en el espacio extracelu-
lar precisando para ello una concentracién fisio-
l6gica de sales e iones.

Log lugares y mecanismos de depésito de
los diferentes tipos de colégeno en el espacio
extracelular tienen caracteristicas diferentes
en cada tipo de coléigeno, pero no se conocen los -
mecanismos que sirven de control a la formacién
de las fibrillas de coligeno. Estudios recientes
muestran sin embargo que algunas de las enfer-
medades primarias del coligeno incluyen defectos
en el crecimiento de las fibrillas de coligeno
(123,124). ‘

La geometrf{a total de la fibrilla de colé-
geno se ha deducido a partir de estudios de ra-
yos X y de microscopia electrbnica. Las fibrillas
de colégeno presentan estriaciones cruzadas cada
680 A; sin embargo la longitud de cada molécula
de coligeno es de 3000 A (71). Un periodo en la
fibrilla varias veces menor que la longitud de
las moléculas constituyentes, indica que las mo-
léculas de coligeno en filas adyacentes no pue-
den comenzar a la vez. Las filas adyacentes de

collgeno quedan desplazadas aproximadamente un
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cuarto de su longitud de la molécula de coligeno
(71). El disefio estructural fundamental de la fi-
brilla de colégeno es pues el de una formacién
escalonada de moléculas de colégeno donde cada
escalén estd desplazado un cuarto de la longitud
de la molécula de‘colégeno. Las moléculas de co-
l4geno no estidn conectadas por sus extremos. Exis-
te una brecha de cerca de 400 A entre el final

de una molécula de coligeno y el comienzo de la
otra. .

Esta organizacidén tiene una importancia es-
tructural para el establecimiento de enlaces cru-
zados intermoleculares que se sit@Gan de forma
que resulte una fibrilla mas tensa.

- Formacidn de enlaces intra e intermoleculares

~ Una vez producida la escisién de los extre-
mos del procoligeno existe la aposicibdn esponté-
nea de moléculas de coligeno en fibrillas que
son microscdpicamente indistingibles del colége-
no maduro. Las fibrillas inmaduras se diferencian
de las maduras en la falta de enlaces cruzados,
que les resta resistencia a la traccién.

Se forman dos tipos de enlaces cruzados en

las fibrillas de coligeno: unos intramoleculares

y otros intermoleculares (76,125,126,127). Los
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enlaces intramoleculares del coligeno derivan de
las cadenas laterales de lisina o hidroxilisina.
El primer paso consiste en la conversién del gru-
po €amino de la lisina o hidroxilisina en un al-
dehfdo (71,76,128). Dos de estos aldehfdos sufren
entonces una condensacién, un ién enolato deri-
vado de un aldehfdo se adiciona al grupo carbo-
nflico de otro aldehfdo (71,76,128).

El enlace cruzado aldblico puede reaccionar
con la cadena lateral de la histidina para for-
mar un enlace cruzado de aldol-histidina.

El grupo aidghido en el enlace cruzado de
aldol-histidina aGn puede formar una base de
Schiff con otra cadena lateral, come la hidroxi-
lisina o lisina (71,76,128,129). De esta manera
cuatro cadenas laterales pueden quedar covalen-
temente enlazadas una a otra. Algunos de estos
enlaces cruzados pueden producirse entre cadenas
laterales de diferentes moléculas de coléigeno.
Las bases de Schiff asf{ formadas son la mayor
fuente de enlaces cruzados intermoleculares. Se
acepta, que si el grupo aldehfdo de la base ini-
cial de Schiff deriva de la hidroxilisina, el
enlace cruzado es mis estable que si el aldehf-

. do se forma de la lisina (99,130,131).
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la enzima lisil-oxidasa (132-134) es la en-
cargada de catalizar la deaminacién oxidativa de
los grupos lisina e hidroxilisina y de la forma-
cién de aldehfdos que m&s arriba hemos descrito.
Es una enzima extracelular y requiere cobre co-
mo cofactor. Esta reaccibdn enzimltica deja de
producirse tanto si existe un déficit de la en-
zima iisil—oxidasa, déficit de cobre, hipoxia
tisular, drogas como la penicilamina que se unen
a los aldehfdos o sustancias como el PK-amino-
.propionitrilo que se une de forma irreversible
con esta enzima (76,128). La importancia de los
enlaces cruzados es la de conferir fortaleza me-
clnica a las fibrillas de coligeno y por el con-
trario el déficit de estos enlaces cruzados da
como resultado un coligeno fragil.

- Formacién de fibras de col4geno.

‘Durante el pfoceso de crecimiento y madu-
racibén del tejido conectivo se produce un aumen-
to del dilmetro de las fibrillas de coléigeno.
Este‘diémetro es probablemente tejido especffico
y tipo de colégeno espec{fico, pero se descono-
cen los mecanismos de crecimiento tanto latera-
les como 1ineales:de estas fibrillas. Es posi-

ble que los componentes no‘éolagénicos de la ma-
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triz del tejido conjuntivo ejeréan un control en
el crecimiento de las fibrillas de.colégeno. De
hecho las fibrillas de colégeno esﬁén completa-
mente rodeadas por una capa de material no cola-
génico (glicoproteinas y proteoglicanos) que pue-
den influir en el crecimiento de la fibrilla (124).
La capa de material polianiénico que rodea cada
fibra de colégeno es posible que juege un papel
en el agrupamiento de las fibrillas en fibras y
eﬂ la interaccidén de las superficies celulares
con las fibras de colégeno (124). Las fuerzas de
friccién y las interacciones entre el colégeno y
el'material no colagénico pueden también jugar un
papel crftico en determinar la fuerza de traccién
de las fibras de coléigeno en el tejido conjunti-
vo (124,135,136),
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DEGRADACION DEL COLAGENO

Las colagenasas son unas enzimas que degra-
dan especfficamente el coligeno (73,77). Las co-
lagenasas rompen enlaces peptfdicos localizados
en las regiones helicoidales caracterf{sticas del
coligeno. Las moléculas de colégeno son muy re-
sistentes al ataque por otros enzimas hidrolfti-
cos. Se conocen dos tipos de colagenasas. El pri-
mero de ellos engloba a las coiagenasas’tisula—
res que se han encontrado en los tejidbs de anfi-
bios y mamf{feros sometidos a crecimiento. Esta
actividad enzimitica fue primeramente demostréda
en la cola de renacuajos en fase de metamorfo-
sis (137). En bocos dias se reabsorben en este
tejido grandes cantidades de colfgeno. La acti-
vidad colagenolftica se ensayé cultivando peque-
nios fragmentos de cola en metamorfosis sobre una
capa de colégeno fibroso que es opaca. La forma-
cibén de una zona clara a las pocas horas reveld
la presencia de una concentracién elevada de co-
lagenasa (137). Una elevada actividad enzimitica
se ha encontrado también en tejidos de mamfferos
sometidos a una reorganizacién répida, como ocu-
rre en el Gtero después del parto.

La rotura.compleﬁa del coligeno requiere
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un nlmero de pasos enziméticos, aunque las cola-
genasas tisulares solo producen una rotura de ca-
da cadena alfa en la triple hélice de la molécu-~
la de colégeno, La rotura de la molécula de co-
l4geno por las colagenasas tisulares se produce
a nivel del aminocicido 750 en una secuencia de
1000 amino&cidos (73,77). Es decir que estas en-
zimas rompeﬁ las tres cadenas de la molécula de
coligeno en dos fragmentos de tres cuartos y un
cuarto de’ su longitud respectivamente. Esta sim-
- ple rotura provoca un desenrollamiento y desna-
turalizacibén de ia molécula de colégeno a la tem-—
peratura del organismo. Este coligeno desnatura- |
lizado es suscéptible de éer atacado por pepti-
dasas tejido especfficas convirtiéndose en peque-
fios @éptidos o aminoAcidos libres. Estos dos pa-
sos en el proceso degradativo ocurren con todas
las colagenasas de los mam{feros pero existen di-
ferencias de susceptibilidad de los diferentes
tipos de coligeno a las diferentes colagenasas.
Asf por ejemplo la colagénasa del granulocito en
el pulmén rompe antes el coligeno tipo I que el
tipo III (138).

El segundo tipo(de colagenasas incluye aque-

llas que son sintetizadas pbr ciertos microorga-
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nismos (73). Su forma de actuacién es muy diferen-
te a la de las colagenasas tisulares ya que a di-

ferencia de estas Gltimas, las colagenasas bacte-

rianas act@an a nivel de toda la molécuia de colé-
geno efectuando méltiples roturas y-reduciendo la

‘molécula a tripleﬁes Gli-X-Y.

De esta forma actla la colagenasa que se-

grega el Clostridium histolyticum, bacteria que

produce la gangrena gaseosa, que favorece la di-
seminacién de la infeccidén al destruir las barre-
ras de tejido conjuntivo del huesped. Estas bac-
terias no son afectadas por la enzima ya que no

poseen col4geno.
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REGULACION DEL METABOLISMO DEL COLAGENO.

En la actualidad se sabe poco acerca de la
regulacién de la sfntesis, secrecibén, depdsito y
recambio del‘colégeno en el tejido conjuntivo.
Se sabe que cambios en las células de su alrede-
dor pueden representar cambios en los tipos de
colégeno sintetizado y que simples cambios como
un incremento en los iones K pueden conducir a
un incremento en la proliferacién celular y en
la sintesis de la matriz extracelular (139).

El mecanismo exacto de la estimulacién de
la respuesta fibrogénica se desconoce; sin em~
bargo, hay datos experimentales que sugieren que
los macréfagoé desempefian un papel preponderan-
te en él proceso. Los agentes etiolégicos direc-
tamente, o por substancias liberadas por las cé-
lulas dafiadas, son ‘capaces de producir una serie
de compuestos quimicos de diversa naturaleza, ta-
les como prostaglandinas o fibronectina, que es-
- timulan la produccién de colégeno. Las prosta-
glandinas estimulan la produccién de adenilci-
clasa produciendo un aumento del AMP cfclico ce-
lular y un aumento de la degradacidn intracelu-
lar de colégeno que cbmporta una disminucién de

la sintesis (140, 141). Es;é incremento produce
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cambios importantes en el metabolismo del tejido
conjuntivo en general (141,142) y del glucédgeno
hepitico en particular. Por otra parte, se ha en-
contrado que la glucoprotefna llamada fibronec-
tina es un agente quimiotdctico que puede diri-
gir la llegada de fibroblastos al sitio de la le~-
sién (143). E1 cambio en los elementos celulares
(aumento de fibroblastos y células inflamatorias),
asf como la modificacién en la matriz extracelu=
lar producida 1oca1ménte, pueden estimular la pro-
duccibén de tejido conjuntivo cicatricial (144),
No existen todavia estudios que puedan con-
cretar como se ejerce el control de todas 1as.
etapas de sintésis intracelular y extracelular
del colfgeno y de las enzimas que intervieneh,
necesarias para el depbsito, estabilizacién y de-

gradacién del coligeno en el tejido comectivo.
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FUNCIONES DEL COLAGENO EN EL TEJIDO CONJUNTIVO.

El papel m&s importante del coligeno en el
organismo es proveer de una fuerza de traccién
necesarialpara ﬁantener todos los tejidos unidos.
Este papel es muy aparente en el tejido conecti-
vo denso de los ligamentos y tendones, pero es
igualmente importante en los 6rganos sélidos co-
mo el higado, rifién o pulmén. Esta fuerza de trac-
cién le es conferida por la existencia de enlaces
cruéados intermoleculares, las fuerzas de fric-
cibén existentes entre fibrillas y fibras de colé~-
'geno y por las interacciones ff{sicas o quimicas
del collgeno con otras estructuras del armazén
extracelular (iAS).

La segunda caracteri{stica funcional del co-
l4geno en el tejido conjuntivo, es que las fibri-
llas y fibras‘se dispongan de forma que permitan
a los tejidos plegarse o distenderse. Las molé-
culas, fibrillas o fibras de colégeno, individual-
mente son inextensibles (124). Un tejido solo pue-
de ser distendido si todas las fibras y fibrillas
son traccionadas en la direccién de las lfneas de
tensién. Si la fuerza de extensién excede la re-
sistencia a la traccién, sobreviene la rotura.

Otra funcién de las fibras de colégeno es
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limitar el movimiento de otros componentes del
tejido conjuntivo. Asf en el cartflago las fi-
bras forman un entramado que atrapa agregados
de proteoglicanos y una gran cantidad de fluf-
dos (146). Este entramado limita el movimiento
de los proteoglicanos. Cuando las fibrillas de
colégen6 se rompen o degradan, los proteoglica-
nos y los flufdos se movilizan y se pierde asfi
la estructura del tejido.

El coligeno sirve también para inducir la
agregacién plaquetaria y en la formacién del coé-
gulo. Al mismo tiempo las fibrillas y fibras de
colégeno inmovilizan al coigulo y limitan el mo-
vimiento de sustancias desde un foco inflamatorio.

Es probable que el coligeno de membrana ba-
sal sirva como un soporte estable y que limite
la movilidad de las glicoproteinas m&s lébiles
de la membrana basal (147). El coligeno de la
membrana basal se une por puentes disulfuro a
glicoproteinas de la matriz extracelular (103).
Esta organizacién contribuye a que las membranas
basales act@en como filtros mecénicos e ibnicos
y como sustrato para el soporte y separacidn ce-
lular. Muy poco se sabe acerca de la organizacién

estructural de los constituYéntes de la membra-
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na basal; se sabe que el recambio del coligeno

es mas lento que el de las glicoproteinas no co-
lagénicas, y que ademés el colégeno de la mem~
brana basal es resistente a la digestién de las
colagenasas (148). Este hecho puede explicar por-
que las membranas basales acumulan a su alrede-
dor capilares en regeneracién como ocurre en la
diabetes Mellitus (149).

Otra funcién del coligeno a nivel 6seo es
la de servir de sustrato para el depbsito de cris-
tales de hidroxiapatita. El depésito y recambio
del col4igeno a nivel 6seo regula el crecimiento,
remodelacién y reparacién del hueso.

Durante él desarrollo embrionario el colé-
geno juega ﬁn papel clave en la regulacién de la
‘diferenciacién celular (150,151) a nivel verte-
bral (152), corneal (150) y muscular (94).
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ENFERMEDADES METABOLICAS DEL COLAGENO.

Pueden sobrevenir transtornos especificos
del metabolismo del coligeno en diferentes eta-
pas de la sfntesis de éste por enfermedades tan-

to de tipo hereditario como adquiridas (94,153).

ENFERMEDADES DEL COLAGENO HEREDITARIAS

Dado que la funcién principal del colégeno
es conferir a los tejidos resistencia a la trac-
cién y distensibilidad, no es sorprendente que
‘1la fragilidad tisular o la hiperextensibilidad
sean las causas de muchas alteraciones heredita-
rias del coligeno (tabla III).

- Estas alteraciones incluyen el sf{ndrome de

Ehlers-Danlos (149,154,155) que se caracteriza

por una hiperlaxitud cuténea y ligamentosa. Se
distinguen varios tipos dentro de estas afeccio-
nes en funcibén del transtorno especffico de la
si{ntesis de coligeno. En el tipo IV existe un dé-
ficit absoluto o relativo de coligeno tipo III
que se encuentra en grandes arterias, tracto gas-
trointestinal y en la piel (89,126)., Este déficit
es el responsable de una fragilidad cuténea, in-.
testinal y vascular que puedé provocar la muerte

stbita por rotura intestinal o de un vaso de grue-



" TABLA III

ENFERMEDADES DEL COLAGENO HEREDITARIAS

- Dermatosparaxis.

- Formas dominantes y recesivas del sf{ndrome
de Ehlers-Danlos.

- Sf{ndrome de Ehlers-Danlos tipos IV, V, VI,
ViI.

- Deficiencia de lisil-oxidasa en el raténm.

- Cutis laxa.

- Homocistinuria.

- Formas dominantes y recesivas de la osteo-
génesis imperfecta.

- Sfndrome de Marfan.

-8
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so calibre.

En el tipo V existe un déficit de la enzi-
ma lisil-oxidasa que interviene en la formacién
de los enlaces intermoleculares. La consecuencia
es una fragilidad e hiperextensibilidad de la
piel, hipermotilidad articular y perturbacién de
los procesos de cicatrizacién (156).

En el tipo VI existe un déficit en la en-
zima lisil-hidroxilasa (157,158), que provoca
una deficiencia en la hidroxilacién de los resi-
duos de lisina, con una disminucién de residuos
de hidroxilisina, en la nueva molécula de colé4-
geno sintetizado, necesarios para establecer los
enlaces cruzadés intermoleculares y fibrillas
maduras. Los pacientes carentes de.esta enzima
presentan escolidsis graves, luxaciones recidi-
vantes e hiperlaxitud'cuténea y ligamentosa.

El tipo VII se caracteriza por el déficit
de la procolfgeno-N-peptidasa, enzima encargada
de la escisién de los péptidos terminales del
extremo amino de la molécula de procolégeno. Las
moléculas que se constituyen no presentan el ta-
mafio normal sino que son de talla intermedia en-
tre las moléculas de procolégeno y colégeno y

presentarén dificultades' para establecer los en-
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laces cruzados. La sintomatologfa clfnica es si-
milar a la del tipo VI (159).

La dermatosparaxls es una afeccién que se

da en ovinos y bovinos consangufneos (;60-163)
y se debe a la misma alteracién enzimitica des-
crita en el sfndrome de Ehlers=Danlos tipo VII.
El coligeno de la piel de estos animales
estd constitufdo por moléculas de procolégeno
en las que el extremo aminotermiﬁal no ha sido
escindido. Se forman fibrillas y fibras de colé&-
geno frigiles e irregulares. En la mayorfa de
los casos los animales mueren rapidamente como
consecuencia de importantes desgarros cuténeos
provocados pof traumatismos incluso mfnimos.

En la osteogénesis imperfecta existe un

déficit relativo o absoluto de la sintesis de
coligeno tipo I‘que serfa el responsable de es-
ta afeccién genética, de la que existen varios
tipos (89). Se acompafia siempre de fragilidad
6sea y frecuentemente de hiperlaxitud cuténea
y articular.

Se piensa qﬁe el responsable de la enfer-

medad de Marfan, afeccién hereditaria de trans-

misién autosbémica y de incidencia variable, se-

rfa una anomalfa de los enlaces transversales
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intermoleculares de las moléculas de coligeno,
Las manifestaciones clfnicas principales son:
longitud excesiva de los huesos de las extrémi-
dades (con aracnodactilia), hiperlaxitud liga-
mentosa, luxacién del cristalino, miopfa, esco-
liosis, térax excavado, y un nﬁmerow}mportante
de malformaciones cardiovasculares‘ﬁﬁe incluyen
el aneurisma disecante de aorta y la insuficien-
cia valvular aértica (89,149).

La homocistinuria es una enfermedad auto-

sémica de tipo recesivo debida a un defecto en
la formacibén de enlaces cruzados en las molécu-
las de coligeno y elastina por un déficit enzimi-
tico (164). En~1a homocistinuria existe un défi-
-‘cit de cistationina sintasa en el hfgado y ri-
fibn que provoca un actmulo de metionina, serina
y homocistina en los tejidos y la excfecién_uri-
naria de homocistina (164). Uno de estos meta-
bolitos bloquea los grupos aldehfdo que forma-
rén enlaces intermoleculares, impidiendo la sin-
tesis de un colélgeno y elastina maduros. Estas
alteraciones se traducen clinicamente con una al-
ta incidencia de aneurismas de aorta y trombosis.

las formas de cutis laxa en el hombre se

caracterizan por una piel péndula, redundante,
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hiperextensible aunque no eléstica y enfisema
pulmonar. Estas caracterfsticas de la piel la
distinguen del sfndrome de Ehlers-Danlos. En
todas sus formas el exfmen histolégico de la
piel, pulmones y grandes arterias muestran una
deficiencia y fragmentacién de las fibras elés-
ticas y una acumulacién de glicosaminoglicanos.
Las fibras de colégeno éon aparentemente norma-
les. E1 déficit metabblico en esta enfermedad
se ha relacionado con diferencias de la enzima
lisiloxidasa (89,165) y/o déficits de cobre,
que conducirfan a un defecto en la formacién de
enlaces intermoleculares en el colfgeno y en la

elastina.

ENFERMEDADES DEL COLAGENO ADQUIRIDAS.

En la mayoria de las enfermedades adqui-
ridas la respuesta fibrogénica suele ser loca-
lizada en contraste con la respuesta generali-
zada que se observa en las enfermedades héredi;
tarias. Esta respuesta localizada generalmente
incluye la estimulacién de los fibroblastos y de
la matriz extracelular., La respuesta al dafio ti-
~sular implica cambios en los cocientes y en los

tipos de coligeno sintetizado (166) (tabla 1V).
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TABLA 1IV

ENF ERMEDADES DEL COLAGENOC ADQUIRIDAS.
I. CAMBIOS EN LA SINTESIS DE 1OS DIFERENTES TI-
POS DE COLAGENO A NIVEL DE LA TRANSCRIPCION

Y LA TRADUCCION.

A). Cambios como respuesta a la necrosis e in-

flamacién celular.

1), Reparacién de tejidos fibrosos.
- Formacién de cicatrices.
- Formacién de cicatrices hipertréficas.
- anfractura de Dupuytren.

2). Réparacién de huesos y articulaciones.
- Osteoartritis,
- Artritis reumatoide.

3). Reparacidn parenquimatosa de O6rganos.
- Fibrosis pulmonar.
- Cirrosis.,

4), Arterioesclerosis.

B). Cambios relacionados con la edad.

C). Cambios en las neoplasias.

IT. CAMBIOS EN LA SINTESIS GENERAL DE CANTIDADES
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DE COLAGENO A NIVEL DE LA TRANSCRIPCION, TRA-
DUCCION Y/O MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES.

A). Sintesis exagerada de coligeno.

1)0

2).
3).
4.
5).

Respuesta al insulto celular.,

- Reparacién del tejido fibroso.

- Reparacién del tejido parénquimatoso de
6rganos (fibrosis pulmonar, cifrosis,
glomeruloesclerosis).

- Diabetes Mellitus.

Formacibén de cicatrices hipertréficas.

Neoplasias.

Osteoporosis.

Esclerodermia.

B). Deficiencia en la sfntesis de collgeno.

1).

2).
3.
4) .

Deficiencias nutricionales (hipovi tami-
nosis C, déficit de zinc).
Glucocorticoides.

Prostaglandinas.

Infeceidn virica.

ITI. CAMBIOS A NIVEL DE LA HIDROXILACION DE 1A
PROLINA Y LISINA.

A). Disminucibén en la hidroxilacién.
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1). Hipovitaminosis C (escorbuto).
2). Hipoxia.
3). Envejecimiento.

4). Exceso de glucocorticoides.

B). Aumento de la hidroxilacién de la lisina.
| 1). Cicatriz hipertréfica o queloide.
2). Esclerodermia.

IV. CAMBIOS EN LA FORMACION DE ENLACES CRUZADOS.

A). Aumento de los enlaces intermoleculares.

1), Cicatrices hipertréficas.
2). Esclerodermia.
3). Cirrosis.
4). Virus que inducen osteopetrosis.
B). Deficiencia de los enlaces intermoleculares.,

1). Latirismo,

2). Deficiencia de cobre.

3). Deficiencia de zinc.

4), Deficiencia de hidroxilisina.
5). Toxicidad por penicilamina.

C). Defecto en 1la maduracién de las fibrillas.

(Esclerodermia)-

V. DEFECTOS EN LA DEGRADACION DEL COLAGENO.
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A) . Aumento de la degradacién.

1). Aumento de la actividad colagenasa.

- Inflamacibén aguda.

- Infeccién bacteriana.

- Tumor invasivo.

2). Aumento de la susceptibilidad del colé&-
geno. ‘

- Desnaturalizacién del coléigeno (hiper-
termia, disminucién de la hidroxilacién
de la prolina).

B). Disminucién de la degradaciébn.

1). Disminucién de la actividad colagenasa.
- Cirrosis,
- Esclerodermia.
- Osteopetrosis,

2). Disminucién de la susceptibilidad del
colégeno.
- Diabetes Mellitus.

- Cicatrices hipertréficas.
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Sin embargo se sabe poco acerca de los mecanis-
mos que regulan este proceso celular. No se sabe
ni siquiera si el principal lugar de control es
a nivel de transcripcién, traduccién o en uno de
los pasos postraduccionales de la biosintesis
del colé&geno.

En el animal una lesién tisular se sigue
en general de un proceso de separacién que in-
cluye primero la invasién de la zona lesionada
por los fibroblastos y después un depésito de
colégeno. En la rata es escepcional que una le-
sibén cuténea o hepitica deje una cicatriz o una
fibrosis permanente. Suele existir una restitu-
cién total. En el hombre en cambio es frecuente
la formacién de cicatéices y fibrosis permanen-
tes que pﬁeden conducir en algunas personas a
la constitucién de queloides. El proceso de ci-
catrizacidén es casi siempre excesivo en el in-
dividuo normal. La constitucién de una reaccién
fibrosa a raiz de un traumatismo es un fenémeno
general, asf en-la arterioesclerosis se desarro-
1la a nivel de las paredes vasculares una fibro-
sis constitufda por un depbsito excesivo de colé-
geno. ‘

La esclerodermia es una de las formas mis
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graves dentro de las afecciones secundarias a

un transtorno adquirido del coligeno (166-168).
Esta enfermedad se caracteriza por la acumula-
cibn de depébsitos excesivos de colégeno en los
tejidos. El transtorno consiste en un incremen-
to de la sintesis y de los depbsitos de colage- -
no que conduce a una proliferacién "maligna" de
las fibras de coligeno. En esta afeccién no ge-
nética, la alteracién del mecanismo de regula-
cibén de la sintesis del coligeno no serfa secun—
daria a un transtorno primitivo de éste, sino
que obedegeria a otra causa (presencia de un vi=-
rus lento, respuesta autoinmunitaria anormal).
La enfermedad comienza progresivamente; afecta
primero la piel a‘nivél de Ias manos.- y se extien-
de a continuacién al tejido subcuténeo y a los
diferentes érganos principalmente el corazén,
los pulmones y los rifiones. La evolucidén suele
ser fatal.

El escorbuto es una enfermedad adquirida
secundaria a un déficit de &cido ascbdrbico, que
es indispensable para la sfntesis de hidroxipro-
lina (169). La carencia de este aminoc&cido nece-
‘'sario para la formacién de la triple hélice vie-

ne a alterar pues la sfntesis de fibras de col4-



~93-

geno (69). El sfntoma clinico més importante es
una deficiencia de los procesos de cicatrizacién

por déficit de coligeno.
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'C). FIBROSTIS HEPATICA ALCO-
HOLTIC A,

NATURALEZA DE LA CICATRIZ EN LA CIRROSIS HEPATICA.

En la cirrosis hep&tica, los diversos com-
ponentes que forman el tejido conjuntivo estén
aumentados y su distribucién esti alterada. El
coligeno contenido en el hfgado cirrético es
unas 7 veces superior al de un higado normal,

En hfgados cirréticos con moderada cantidad de
colégeno; menos de 20 mg. de collgeno por gramo
de tejido fresco, la relacién del colégeno tipo
I y tipo III es similar a la del hfgado normal
(1:1) (170,171). Sin embargo en los hfgados ci-
rréticos con mis de 20 mg. de colédgeno/g. de
tejido fresco, predomina el tipo I y la relacién
I/III es mayor de 1 (2:1) (170,171). El aumen-
to de colAgeno tipo I hace que predomine el te-
jido conjuntivo denso y posibleﬁente la degra-
dacibén por la colagenasa sea deficiente. Se ha
sugerido que la presencia de més de 20 mg. de
colfgeno por g. de higado y el aumento en la re-
lacién I/III determinan el estadfo de irreversi-
bilidad del proceso (172). En la cirrosis se ha

observado por inmunofluorescencia que todos los
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tipos de\colégeno se encuentran presentes y en-
tremezclados formando la cicatriz conjuntiva que
rodea los nédulos de regeneracién (49,51,52).

Los glicosaminoglicanos también se encuen-
tran alterados en los hfgados cirrbticos, si bien
no existe acuerdo entre distintos autores sobre
la variacién de las proporciones de los distin-
tos glicosaminoglicanos (64,173,174). Tampoco
est4 establecido si los cambios 'son unicamente
cuantitativos o existen diferencias cualitativas,

Las glucoproteinas no colagénicas, lamini-
na y fibronectina también estdn aumentadas y es-
pecialmente en la zona correspbndiente al sinu-
soide, aparecé laminina (51,175). La presencia
de membranas basales o capilarizacién del sinu-
soide (176,177) podria ser debido*a la presencia
de laminina y fibronectina unidas a coligeno ti-
po IV.

La naturaleza dg la cicatriz es la misma
en todos los tipos de cirrosis, independiente

del agente etiolégico (170).
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CELULAS INVOLUCRADAS EN LA SINTESIS DE COLAGENQ.

En cultivo de tejidos, todos los tipos de
células hepiticas son capaces de sintetizar co-
-14geno (178). Esto indica que tanto los fibro-
blastos (179,180), los mismos hepatocitos (64,
181-187), las células de Ito o lipocitos peri-
sinusoidales (188-190) y los miofibroblastos
(191), tienen la posibilidad de expresar los
genes correspondientes y tienen las enziﬁas ne-
cesarias para llevar a cabo las modificaciones
poétraduccionales. En el higado'normal los fi-
broblastos se encuentran situados en los tractos
portales y en las venas centrales (192); en el
hfgado fibrético se encuentran no sélo en los
tractos fibrosos, sino ademés distribuidoé por
todo el parénquima (193).

Las células de Ito (189) o lipocitos peri-
sinusoidales, son células cargadas de gotitas de
grasa de tamafio uniforme, que envcondiciones
normales estén encargadas de almacenar vitamina
A (190,194). En los pacientes alcohélicos adquie-
ren la capacidad de sintetizar colégeno (195,196).
Se distribuyen‘en &reas del parénquima hepitico
con dafio celular y en hepatocitos en degeneracién

hidrépica o necrosis, donde puede observarse un
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depbsito de fibras de coligeno en la zona corres-
pondiente al espacio de Disse que adoptan una
disposicidén pericelular (196). Las células de Ito
son pues las responsables de la fibrosis sinusoi-
dal, que es caracteristica de las hepatopétias
alcohblicas (195,196).

Los miofibroblastos soﬁ células que sdlo
se han observado en los higados cirrdticos; go-
zan de una capacidad contréctil y juegan un pa-
pel importante en‘el fenémeno de contraccidn de
la cicatriz fibrética que rodea a los nbdulos

de regeneracién en la cirrosis (197).
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FENOMENO DE CONTRACCION DE LA CICATRIZ.
Bhatal en 1972 (198) descubrid en el hi-

gado una célula de morfologia semejante a las

células del musculo liso que se denominé mio-
fibroblasto. Esta célula ha sido demostrada en
la cirrosis alcohdélica y en la producida por
tetracloruro de carbono y no en el hfgado nor-
mal. Los miofibroblastos se sit@ian sobre los
haces gruesos de colégeno que rodean a los lla-
mados nédulos de regeneracién (197,199). Se cree
que estas células pueden estar involucradas en
la produccién de colégeno tipo I, III y V. Los
miofibroblastos poseen ademds un aparato contric-
til que est4 en contacto directo con el tejido
conjuhtivo extracelular a través de su membra-
na plasmitica. La contraccién de los miofibro-
blastos produciria un acortamiento y una torsién
de los elementos conjuntivos extracelulares y se-
rf{a responsable de la contraccién de la cicatriz
y disminucién del tamafio hepidtico (197,199). Esto
implicarfa que los nédulos llamados de regenera-
cién hepltica se formarian por contraccidn acti-
va de los miofibroblastos que estrangularfan a
los hepatocitos que quedan atrapados entre las

fibras y no a través de un proceso pasivo, como
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antes se aceptaba, de atrapamiento de los hepa-
tocitos qué se regeneran sobre fibras colagenas
existentes.

‘Uno de los hechos mé&s llamativos que ocu-
rre en la cirrosis hepltica en estadfo terminal
es la disminucién en el tamario hepAtico. Si bien
este fenémeno podrfa explicarse por la necrosis
hepatocitaria que acompafia a la cirrosis hepé-
tica, la contraccién activa que producen los
miofibroblastos contribuye de forma importante

en esta reduccidén del volumen hepitico (200).
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ALTERACIONES METABOLICAS DE LA FIBROSIS HEPATICA
ALCOHOLICA.

PROLINA Y ACIDO LACTICO EN EL METABOLISMO DEL
ALCOHOL. |

En la cirrosis hepAtica de cualquier etio-
logfa existen alteraciones en la sintesis y en
la degradacién de la prolina (200-202). La bio-
sintesis de prolina a partir de arginina esté
aumentada (203;204) y la enzima responsable de
la degradacién de prolina, prolil-oxidasa, esti
disminuida (205) de tal forma que el pool hepé4-
tico de prolina aumenta por un incremento de su
biosintesis y.por una disminucién de su degrada-
cién.

Los pacientes con cirrosis de origen al-
cohflico y a diferencia de las cirrosis de otro
origen presentan valores séricos de la prolina
elevados (206). Los niveles de &4cido l&ctico tam-
bién se encuentran elevados en las cirrosis al-
cohblicas y directamente relacionedos con los
niveles séricos de prolina (18). No existe co-
rrelacién entre los niveles de &cido l&ctico y
los de alcohol en sangre (18). El &cido lé&ctico

‘es un potente inhibidor de la prolil-oxidasa
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ALTERACIONES METABOLICAS DE LA FIBROSIS HEPATICA
ALCOHOLICA.

'PROLINA Y ACIDO LACTICO EN EL METABOLISMO DEL
ALCOHOL.

En la cirrosis hepitica de cualquier etio-
logfa existen alteraciones en la sintesis y en
la degradacién de la prolina (200-202). La bio-
sintesis de prolina a partir de arginina estd
aumentada (203;204) y la enzima responsable de
la degradacién de prolina, prolil-oxidasa, esti
disminuida (205) de tal forma que el pool hepéi-
tico de prolina aumenta por un incremento de su
biosfntesis y‘por una disminucibén de su degrada-
cidn, |

' Los pacientes con cirrosis de origen al-
coh6lico y a diferencia de las cirrosis de otro
origen presentan valores séricos de la prolina
elevados (206). Los niveles de 4cido l&ctico tam-
bién se encuentran elevados en las cirrosis al-
cohbélicas y directamente relacionedos con los
niveles séricos de prolina (18). No existe co-
rrelacién entre los niveles de &cido lactico vy
los de alcohol en sangre (18). El Acido lé&ctico

es un potente inhibidor de la prolil-oxidasa
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(207) y se ha sugerido que el incremento del
lactato es el responsable de los cambios séri-
cos de la prolina. Se han encontrado pequefias
elevaciones del 4cido l4ctico en sangre en pa-
cientes voluntarios tras una intoxicacién aguda
(18), pero esta elevacibn es transitoria (200).
El incremento de Acido léctico sérico ob-
servado en los cirrbticos alcohélicos indica la
presencia de una disfuncién, (anoxia, disminu~
cién de la utilizacidbén de 4cido 1é¢tico, aumen-
to de la produccién de NADH), que no permite a
estos pacientes, a diferencia de los sujetos
sanos, compensar la elevacién del NADH vy los cam-
bios en el siétema redox y normalizar las cifras
de lactato (208). Es posible .que la hiperlacta-
cidemia en los alcohdlicos refleje la existen-
cia de un defecto metabblico, y quizis sea un
marcador genético en la poblacién susceptible
para desarrollar una cirrosis (18). S6lo un ter-

cio de los alcohblicos desarrolla cirrosis (209).

ACIDO LACTICO Y FIBROGENESIS.
El &cido l4ctico puede estimular la fibro-
génesis hepética fundamentalmente por dos meca-

nismos:
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1). E1 4cido léctico es un potente inhi- |
bidor de la prolil-oxidasa (207) y puede produ-
cir.un incremento en el pool hepético de proli-
na (15,21) vy en la prolina sérica (18,206). En
el hfgado cirrético humano y en animales de ex~
perimentacién se ha demostrado que el pool de
prolina libre aumenta a valores que, in vitro,
estimulan al méximo la sintesis de coligeno
(203,204) . ) '

2). El 4cido l4ctico incrementa la égre—
gacién de los monémeros inactivos de prolil-hi-
droxilasa en tetrimeros activos (96). Aﬂnque no
hay evidencia de que la prolil-hidroxilasa sea
una enzima limitante, el aumento de su actividad

puedeifacilitar la sfntesis de coléigeno.



-103~-

DANO HEPATICO Y RESPUESTA FIBROGENICA.

Se han propuesto dos hipbtesis para expli-
car .los mecanismos por los que el dafio celular
hepatocitario estimula la fibrogénesis hepédtica.

La primera de ellas sostiene que el darfio
hepitico produce la activacién de las células
de Kupffer y la llegada de otros elementos in-
flamatorios al lugar de la lesién (210). Estas
células producen diversos factores (fibronecti-
na, cininas (linfocinas, mdﬁocinas) y prostaglan-
dinas) que estimulan la sintesis de coligeno
(mediante los fibroblastos y miofibroblaétés
(hfgado cirrético)) y modifican la presién in-
traluminal en'eltéspacio de Disse. De acuerdo
con esta hipbtesis, las alteraciones hemodiné-
micas y algunas alteraciones en la funcibén he-
pética son secundarias al aclmulo de colégeno
(211,212), ‘

La segunda de las hipbtesis defiende que
el consumo de alcohol produce un aumento del ta-
mafio de los hepatocitos (213,214) y un aumento
de la presién intraluminal en el espacio de Di~
sse (215), secundario a este cambio de volumen
hepatocitario, que estimula la sintesis de co-

l4geno. De acuerdo con esta teorfa el actmulo
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de colégeno es secundario a los cambios hemodi-
némicos. ‘ |

Uno de los aspectos méds importantes de las
enfermedades crénicas del hfgado, independiente~
mente de cual de las dos teorfas anteriores sea
la cierta, es la falta o al menos disminucién
de la regeneracidén hepdtica y predominio de la
cicatrizacién. Cuando en el higado existe un
dafio celular masivo con destruccién de un ntme-
ro grande de hepatocitos, se produce una pérdi-
da stibita de parénquima funcionante que estimu-
la la regeneracidén hepética. Si el dafio es Uni-
coy el paciehté sobre§ive debido al buen fun-
cionamiento de las células hepédticas no afecta-
das, o por las medidas médicas sustitutivas uti-
lizadas, el higado regenera y en pocas semanas .
se restablece su integridad anatbmica y funcio-
nal (216,217). En estos casos no es posible en-
contrar una cicatriz en el hfgado debido a que
ha predominado la regeneraéién sobre el proceso
cicatricial.

‘ Cuando el dalio es de menor intensidad el

estfmulo para la regeneracién hepética puede ser
pequefio. Sin embargo este pequefio estfmulo pue-

de ser suficiente para activar las células de
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Kupffer y estimular el depbsito de fibras de co-
l4geno formando una pequefia cicatriz (210). Si
“el estfmulo inductor del dafio celular prosigue
como en el caso del alcoholismo, el proceso ci-
catricial contin@a, produciéndose primero una
fibrosis y luego una cirrosis. Bajo estas con-
diciones la regeneracién hepitica es mfnima o
inexistente y el fenbmeno cicatricial es el que

predomina (200,210).
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DINAMICA DE LA FIBROSIS HEPATICA: BIOSINTESIS
VERSUS DEGRADACION.

El ac@mulo excesivo de colégeno hepdtico
puede ser el resultado del aumento de su sinte-
sis, disminucién de la degradacién'o la combi-
nacién de ambos procesos (20,22,73,193,200,2}0,
218-221). ‘

En las fases iniciales del proceso, el
actmulo de collgeno se debe preferentemente a
un aumento de su biosintesis. Tanto en higados
humanos como en h{gados de animales tratados
con tetraclbruro de carbono o infestados con
esquistosomiasis, la incorporacidén de prolina
radioactiva en el coligeno estd aumentada (21,
200-204,210,219). Asi mismo se ha referido un
aumento de actividad prolil-hidroxilasa en te-
jido hépético. En estas fases iniciales la ac-
cién colagenolftica puede encontrarse normal o
inclusive aumentada (222-229). ‘

Estudios realizados‘también en modelos ex~-
perimentales sugieren que ‘el proceso de sfntesis
perdura mientras el agente etiolébgico esti pre-
sente. Tanto la sintesis aumentada de coléageno
como las alteraciones metabdlicas relacionadas

con la fibrogénesis regresan a la normalidad a
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las dos semanas de finalizar el tratamiento con
tetracloruro de carbono en ratas que fueron in-
toxicadas durante un perfodo de siete semanas
(205,230).

Segln los datos anteriores la cirrosis he-
phtica deberf{a ser reversible si se suspende el
agente etiolégico (abstinencia de bebidas alco-
hélicas). Sin embargo, dependiendo del estadfo
de la fibrosis hepitica y de factores genéticos
v metabdlicos aln no bien clarificados, la fi-
brosis puede continuar hasta cirrosis, indepen-
dientemente de que el agente etiolbgico esté o
no presente, Para ello se han desarrollado va-
rias hipétesis. Una de ellas sugiere la forma-
cibn de éﬁticuerpos contra algunés protefnas
del higado del huésped; estos anticuerpos per-
petuarfan el dafio hepAtico, manteniéndose por
consiguienté el aumento de la sfntesis de coli-
geno (231,232). Otra hipbtesis sugiere una dis-
minucién en la prbduccién de colagenasa. Aunque
la sfntesis retornara a la normalidad, la dismi-
nucién en la degradacién del colégeno produci-
rfa un aumento en la fibrosis hepitica (22).

La falta de degradaéién del éolégeno puede ser

debida a varias causas como una disminucién en.
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la produccién de la enzima debido a la lesién
hepética misma o al cambio en las poblaciones
celulares a medida que avanza el proceso. La
celularidad del tejido conjuntivo cicatricial
disminuye con la maduracién'de la cicatriz.

La falta de degradacién del coléigeno podria ser
también debida a un cambio en la susceptibili-
dad del sustrato a la enzima (233). En los hi-
gados fibréticos existe un aumento del colége~
no tipo IV, que es resistente a la acciéﬁ de
la colagenasa hepéitica (229).-

Estudios en los que se ha medido la acti-
vidad colagenol{tica en tejido hepético indican
que en los estadfos avanzados de la enfermedad
existe una disminucién de la actividad colage-
nasa (234). Al mismo tiempo los estudios reali-
zados con anticuerpos fluorescentes anticolage-
nasa han indicado que en los higados normales
o con fibrosis minima la enzima se distribuye
por todas las fibras de colégeno independiehte-
mente de su localizacién o grosor. A medida que
el proceso avanza, la enzima desaparece de la
parte central de las fibras gruesas y sélo se
encuentra en la periféria de las mismas. En las

cirrosis de estadfo avanzado no se detecta esta
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enzima (235,236).

~Los factores determinantes de la fibrosis
serfan pues el aumento de la biosfintesis de co-
l4geno en las fases iniciales y la falta de de-
gradacién, por una disminucién de la produccién
de colagenasa o por falta de accesibilidad del

sustrato a la enzima, en las fases avanzadas.
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METODOS PARA MEDIR LA FIBROSIS.

La importancia de la fibrosis en la pro-
gresibén de las lesiones hepéiticas inducidas por
el alcohol (21,211,212) y la posibilidad de en-
sayar nuevas terapéuticas con la finalidad de
intentar detener o al menos retrogradar el de-
pbsito de fibras de coligeno (21-36), han esti-
mulado en los Gltimos afios la blsqueda de nue-
vos métodos capaces de medir de la forma més
precisa posible la cantidad de coligeno hepéti-
co y las alteraciones de su sintesis normal.
Entre estos métodos podemos distinguir el exa-
men de la biopsia hepética, determinaciones en
tejido hepitico y finalmente métodos serolégi-

cos (tabla V).

EXAMEN DE LA BIOPSIA HEPATICA.

El examen cuidadoso de la biopsia hepéti-
ca mediante tinciones especiales como el tricré-
micé de Masson sigue siendo una de las pruebas
mis fiables para estimar de forma semicuantita-
tiva la fibrosis., Esta,valoraciénvde la fibro-
sis en la biopsia puede completarse con la uti-

lizacién de métodos histomorfométricos(ZB?) que

aunque son algo mas precisos, son muy laboriosos.
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"TABLA V

ENZIMAS, AMINOACIDOS O PEPTIDOS QUE HAN SIDO UTILI-
ZADOS PARA CUANTIFICAR ALTERACIONES EN EL METABOLIS-
MO DEL COLAGENO.

Biopsia  Suero/Plasma Orina

Prolina , + , + +
Prolil-hidroxilasa

(a) actividad + ' + -
(b) inmunorreactiva + + -
Galactosilhidroxilisil- |

glucosiltransferasa ot + -
Péptidos del procolégeno

(a) tipo I -
(b) tipo III ’ -

Lisiloxidasa +

+ o+ o+
+

Colagenasa + - -
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Hasta la actualidad el exé&men de la biopsia he-
pética sigue siendo el método mé&s fiable para

cuantificar la fibrosis.

DETERMINACIONES EN TEJIDO HEPATICO.
- Prolina.

Una de las caracteristicas del colégeno
es la composicién de sus aminodcidos, que inclu-
yen un elevado {ndice de prolina e hidroxipro-
lina. Tanto en condiciones fisiblégicas como pa-
tolégiéas en las qﬁe existe un aumento de la
sintesis y depbsito de fibras de coligeno se
produce un aumento del pool de prolina libre que
es proporcionél al coligeno sintetizado y depo-
sitado en el hfgado (18,238-240). La elevacién
de la prolina libre de 0,2 mM en el hfgado nor-
mal a 0,48 mM en la cirrosis, es debida en parte
al aumento de su biosfntesis a partir de sus
aminoicidos precursores (arginina, ornitina)
(201,204) y a 1la disminucién de su degradacién
por la enzima mitocondrial denominada prolil-
oxidasa (205).

El método para la determinacién de la pro-
" lina se basa en la oxidacién de la prolina con

cloramina-T, extraccién del producto oxidado en
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tolueno y andlisis de la prolina con ninhidrina,
Acido acético y fosfbérico (241). Un método al-

© ternativo para la determinacién de la prolina es
su separacién en cromatograffa de intercambio
iénico y posteriormente su determinacién con nin-
hidrina. E1 método tiene el inconveniente de no

- poder ser aplicado a pequefias mustras hep&ticas
y ademés no aporta informacién acerca de la ac-

tividad de la enfermedad.

- Enzimas intracelulares.

Dentro de 1aé enzimas intracelulares que
intervienen en la sintesis de coléigeno podemos
destacar la determinacién de la actividad pro-
lil-hidroxilasa y galactosilhidroxilisil-gluco-
siltransferasa en tejido hepético.

La prolil-hidroxilasa es}la enzima respon-

sable de la hidroxilacién de la prolina en cade-
nas proalfa del procoligeno. La 4 prolil-hidro-
Xilasa hidroxila el carbono 4 de la prolina si-
tuada en posicién,Y-del triplete Gli=X-Y y 1a 3
prolil-hidroxilasa hidroxila el carbono 3 del re-
siduo de prolina situado en posicién X (94,95).
En el hfgado la enzima m&s abundante es la 4 pro-
lil-hidroxilasa.
En 1974 McGee et al (242) basados en el
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" método descrito previamente por Hutton et al (95),
lograron determinar la actividad prolil-hidroxi-
lasa en el espécimen de una biopsia hepAtica,
reservando incluso parte del tejido para esta-
blecer el diagnéstico histolégico. Posteriormen-
te han aparecido varios trabajoé en la literatu-
ra médica mostrando elevaciones de la actividad
prolil-hidroxilasa, en hfgados de pacientes afec-
tos de fibrosis progresiva por hepatitis alcohé-
lica, hepatitis crénica activa o cirrosis acti-
vas (243-249), La actividad de la enzima en te-
jido aumenta antes de que pueda observarse el
depésito de coligeno (250,251). Mann et al en
1979 (248) determinaron la actividad prolil-hi-
droxilasa en un grupo de pacientes alcohélicos
con diversas hepatopatias (esteatosis, hepati-
tis alcohélica y cirrosis). Los valores medios
obtenidos en todos los pacientes con hepatopa-
tfa alcohébélica fueron significativamente superio-
res, a excepcién de los pacientes que presenta-
ban” esteatosis sdéla, allos qué presentaron los
pacientes alcohélicos con histologfa hepitica
normal. Los pacientes con cirrosis inicial tu-
vieron valores significativamente superiores a

los de los restantes grﬁpos;lEn los estadfos de
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cirrosis avanzada la actividad de la enzima fue
menor. a la que presentaron los pacientes con ci-
rrosis inicial. En este estudio existibé una bue-
na correlacién entre los niveles de actividad
de la prolil-hidroxilasa y la sintesis del co-
l4geno,

La prolil-hidroxilasa es esencial para la
maduracién normal del coligeno que ocurre en los
fibroblastos (252,253) y que se detecta en las
heridas cicatriciales y en los tejidos de gra-
nulacién (254-256). También se ha encontrado un
incremento de la actividad de la enzima en pul-
mén (257,2585, y probablemente en otros &rganos
parenquimatosoé, consecutivo a un dafio celular
agudo. Se asocia generalmente con una elevacién
en la sintesis de coligeno, que es transitoria
a menos que el agente inductor de la lesién pro-
siga. Existen en la actualidad evidencias bio~
quimicas e inmunolégicas de que las células del’
parénquima.hepético contienen prolil-hidroxilasa
en forma activa (181,259) y que participa en la
sintesis de coligeno. En hepatociéos aislados,
la prolil-~hidroxilasa aumenta unas cuatro veces
su valor durante la regeneracién hepitica (181,

250). Las células no parenquimatosas del hfgado -
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(células mesenquimales) también contienen prolil-
hidroxilasa, y su concentracién es dos veces su-
perior que la existente en las células parenqui-
matosas (259). ,

La determinacién de la actividad prolil-
hidroxilasa por el método de Hutton et al (95)
estd fundamentada en la reaccién de hidroxila-
cién de la prolina. La transformacién de un mol
de prolina en hidroxiprolina da lugar a la for-
macién de un mol de agua. Si se utiliza prolina
tritiada da lugar a la formacién de agua tritia-
da; El ensayo requiere la preparacidén previa de
un sustrato marcado, utilizéndose para ello em-
brién de pollo al que se le afiade prolina tritia-
da en posicibén 3 y 4. Los pasos fundamentales
de ésta técnica son la homogeneizacién del‘te-
jido hepético, incubacién con el sustrato mar-
cado, centrifugacién y destilacién del agua tri-
tiada del medio de incubacién. La radipactividad
presente en el agua tritiada se valora mediante
un contador de centelleo lfquido. El resul tado
puede expresarse en cpm, dpm o mU por mg de pro-
tefna del homogeneizado de tejido hepltico (260).
Las protefnas se determinan por el mé;odo de .

Lowry (261).



-117-

La galactosilhidroxilisil=-glucosiltrans-

ferasa (GGT) cataliza 1avbiosinteéis de la glu-
cosilgalactosilhidroxilisina en el proceso in-
tracelular de la sintesis de coligeno, transfi-
“riendo la unidad del monosacdrido UDP-glucosa

a los residuos de galactosilhidroxilisina en las
cadenas proalfa.

Se han descrito incrementos de la GGT en
tejido hgpético de ratas‘sometidés a estf{mulos
fibrogénicos (250,251). En un grupo de pacientes
con cirrosis biliar primaria y otros tipos de
 cirrosis, la GGT se elevd mis de dos veces la
desviacién standard por encima de la media.

El métoéo para su determinacién est§ ba-
sado (262) en la transferencia de glucosa—lac
de UDP~g1ucosa-i4C a los residuos de galactosil-
hidroxil@sina en un sustrato formado por colé-
geno desnaturalizado, y en la medicién de la
radioactividad de 1la glucosilgalactosilhidroxi—
lisina, que es liberada por hidrélisis alcalina
y purificada por cromatograffa de intercambio
iénico. La actividad de la GGT se expresa en U/g
de protefna del homogeneizado de tejido hep&tico.

El ensayo es complejo y no aporta mis da~

tos que la determinacién de la actividad prolil-
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hidroxilasa.,

DETERMINACIONES EN LIQUIDOS BIOLOGICOS.

Las determinaciones en lfquidos biolégi-
cos de enzimas o sustancias relacionadas con el
metabolismo del coligeno gozan de la ventaja de
poder obtener las muestras cuantas Veces se pre-
cise, e incluso en presencia de alteraciones muy
severas de la funcién hepltica. Su mayor incon-
&eniente radica en que no son siempre un fiel
‘reflejo de la actividad fibrogénica hepética.

- Prolina y 4cido lictico.

Mata et al en 1975 (206) determinaron la
concentracién sérica de prolina en un grupo de
71 pacientés con diversas enfermedades del higa-
do (60 pacientes coh‘cirrosisf(25 de origen al-
cohbélico), 11 pacientes con enfermedades créni-
cas activas del hfgado y un grupo control forma-
‘do por 62 pacientes). S6lo los pacientes con
cirrosi$ alcohbélica presentaron valores séricos
de prolina significativamente superiores a los
del grupo control. Adémé&s los pacientes con he-
patitisvalcohélica presentaron valores signifi-
cativamente superioreé a los de los otros grupos.,

Tanto el 4cido l&ctico en sangre como la
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prolina sérica aumentan en los cirrbéticos alco-

hélicos (18,263,264). La hiperprolinemia de los
cirrbéticos alcohblicos estéd en relacidén con la
hiperlactacidemia (18). El Acido l4ctico regula
el depbsito de prolina en el hfgado al inhibir
la prolil-oxidasa (207). El1 4cido lActico acti-
va la enzima 4 prolil-hidroxilasa, en cultivo de
fibroblastos, facilitando la agregacién de las
subunidades monoméricas de la enzima en tetri-
meros (96). ‘

En pacientes con cirrosis hepitica alco-
hélica, en quienesila prolina sérica y el lac-
tato sanguineo se elevan, se observa un descen-
so de ambos pérémetros a la normalidad después
‘del tratamiento con colchicina (droga con capa-
cidad antifibrogénica) (18,36). Todos estos da-
tos han llevado a proponer a la prolina sérica
y al lactato sangufneo como marcadores de fibro-
génesis.en la cirrosis alcohélica. El1 hallazgo
de una elevacién de ambos parémetros en alcohé-
licos sin enfermedad hepitica previa conocida,
podrfa indicar la presencia de enfermedad hepé-
tica o susceptibilidad para desarrollarla (18).

Para la determinacién de la prolina, pre-

viamente se deben desproteinizar 4 ml de suero
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con tricloracético, en frio, al 50%. El sobre-
nadante se neutraliza a pH 5-7 y se efectda la
determinacién de la prolina (18,241).

| La determinacién del 4cido l4ctico se efec-
tGa con deshidrogenasa l4ctica midiendo la for-
macién de piruvato o la reduccién del NaD' (265).
Las muestras sangufneas para la determinacién de
4cido l4ctico deben obtenerse sin torniquete y
1a-deterﬁinaci6n debe hacerse en muestras fres-
cas.

- Prolil-hidroxilasa sérica.

La actividad prolil-hidroxilasa sérica ha_
sido determinada en animales con cirrosis expe-
rimental (266), vy en pacientes con diversas he-
patopatfas (267). Sin embargo los cambios en la
actividad enzimitica pueden no correlacionarse
‘con la sfntesis activa de col4geno. Se ha demos-
trado la existenéia de un inhibidor en el suero
que podria ser el responsable del sesgo de los
resultados, dependiendo de la concentracién del
inhibidor (268). No existe ademis correlacién
entre la actividad enzimética del suero y la ac-
tividad enzimética en tejido hep&tico (269).

La prolil-hidroxilasa ha sido también de-

terminada en muestras séricas y en tejido hepé-
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tico por medio de un método radioinmunolégico.
La prolil-hidroxilasa fue determinada por un mé-
todo inmunoreactivo en un grupo de 65 pacientes
con diversas hepatopatfas, observindose que los
niveles séricos de la enzima se correlacionaron
de forma significativa con la actividad prolil-
hidroxilasa en tejido hepltico y con la prolil-
hidroxilasa inmunoreactiva en tejido hepitico
(269). |

- Galactosilhidroxilisil-glucosiltransferasa
sérica (GGT).

La GGT ha sido determinada en suero huma-
no., Un estudio preliminar realizado con un gru-
po de pacientes hospitalizados con diversas en-
fermedades, evidencid elevaciones séricas de la
enzima en pacientes afectos de hepatitis aguda,
ictericia obstructiva, ictericia recurrente del
embarazo o metdstasis éseas (270).

La actividad sérica de la GGT se encontrd
elevada en 11 de 13 pacientes con cirrosis bi-
liar primaria, 4 de 7 con cirrosis no alcohéli-
cas, 4 con hepatitis agudas y en 7 con met4sta-
sis hepéticas. Por el contrario se encontraron
niveles bajos en pacientes con esteatosis hepi-

tica, colangitis y colestasis extrahepiticas y'
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en 7 de los 14 pacientes con cancer sin met4s-
tasis hepdticas. La actividad GGT en tejido he-
pitico se encontrd elevada en los mismos casos
de elevacién sérica y existid una relaciébn sig-
nificativa entre ambos parémetros. La actividad
sérica de la GGT se correlacioné con los nive-
les séricos de la prolil-hidroxilasa inmunore-
-activa y la actividad hepitica de la GGT con la
actividad hepitica de la prolil-hidroxilasa. No
existid relacién entre los niveles de actividad
sérica de la GGT y la determinacibén de la prolil-
hidroxilasa inmunorreactiva en tejido hepético.
- Existié una correlacién muy débil éntre la acti-
vidad sérica y hepitica de la GGT (262).

El nimero de casos analizando tanto la GGT
en suero como- en tejido hepitico, es pequefio y
siempre ha sido realizado por el mismo grupo ‘de
investigadores.

- Péptidos terminales del procoligeno tipo I

vy tipo III.

Las distintas propiedades antigénicas de-
mostradas en los tipos I y III del coligeno, han
servido para la preparacién de anticuerpos espe-
c{ficos, utilizados en inmunofluorescencia o en

radioinmunoanilisis (271). Los extremos aminoter-
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minal y carboxiterminal del procoligeno son es~
cindidos por peptidasas especfficas a nivel ex-
tracelular, en el proceso de sintesis del colé&-
‘geno (82,94). No se conoce bien la funcidn de
estos péptidos una vez escindidos, pero podrian
ejercer una inhibicién de la sfntesis de colé-
geno mediante un mecanismo de retroalimentacién
negativo. |

El procolégeno ha sido aemostrado por mé-
todos de inmunofluorescencia en el estroma del
higado humano, tanto normal como fibrético (272).
Mediante el desarrollo de un radioinmunoanélisis
para el péptido carboxiterminal del procolégeno
tipo I (P-I-P) (273) y otro para el péptido ami-
noterminal del procoldgeno tipo III (P-~III-P)
(274), se han podido detectar estos péptidos en
el suero de pérsonas sanas y también en la as-
citis, El P-I~-P ha sido también hallado en el
lfquido cefalorraqufdeo, sinovial, amniético y
no en orina (273), mientras que el P-III-P lo
ha sido en orina (274). Mediante métodos croma-
togrificos se han encontrado fragmentos en sue-
ro (275) y ascitis (274) de 45,000 daltons que
corresponden al P-III-P; en orina se han encon-

“trado péptidos de menor tamafio que corresponden
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a productos de degradacidén del P-III-P (274,276).

El P~-I-P fue investigado por Taubman et al
en un grupo amplio de pacientes con enfermedades
hep4ticas. Estos autores encontraron elevaciones
del péptido en 18 de los 78 casos (23%) de pa-
cientes con hepatopatfa alcohdlica (273). En los
pacienﬁes con una enfermedad dé Paget se ha ob-
servado-aﬁﬁ una mayor incidencia en la elevacién
del P-I-P sérico (277).

Rohde et al (274) estudiaron los niveles
dele-III~P en varios grupos de.pacientes: suje-
tos normales, paciehtes con hepatopatfa alcohé-
lica, hepatitis aguda, hepatitis crénica, misce- -
iénea de enfermedades Eepéticas que inclufan es-
teatosis no alcohélicas y carcinoma primitivo
hepitico, artritis reumatoide v un grupo de en~
fermedades sistémicas. Estos autores encontraron
un aumento entre 2 y 20 veces los valores del ci-
tado péptido, respecto a los sujetos normales en
los pacientes con hepatopatfa alcohblica, de 15
a 17 veces en los pacientes con hepatitis aguda
y de 10 a 14 en aquellos con hepatitis crébnica
activa. Los pacientes con artritis reumatoide u
otras enfermedades mostraron. elevaciones muy mo-

deradas del P-III-P en suero. En las hepatopatias
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alcohblicas los niveles de inflamacibén y necro-
sis observados al microscopio éptico se correla-
cionaron bien con los niveles séricos del P-III-P
pero no con otros parémetros de laboratorio que
miden la funcidn hepéfica.

Posteriormente otro estudio efectuado en
pacientes portadores de hepatitis crénica, ha
demostrado la existencia de una relacién entre
los niveles séricos del P-III-P y la fibrosis
cuantificada en la biopsia hepética (278).

Niemela et al (279) en un reciente‘estu-
dio desarrollado en un grupo de pacientes con
hepatopatfa alcohélica encuentra valores del
P-III-P progfesivamehte elevados segin la grave-
dad de la hepatopatfa. Existe sin embargo una
superposicién importante de los valores que no
permiten a este parémetro por si solo distinguir
entre las distintas lesiones hepiticas producidas
por el alcohol.

Se han descrito elevaciones del P-III-P en
otras enfermedades extrahepiticas como la escle~
rodermia, la fibrosis pulmonar y la mielofibro-
sis (274,280). ] |

El método para la determinacién del P-III-P

se basa en un radioinmunoensayo .que utiliza para



-126~

su preparaclién procoligeno tipo III de piel de
ternero afecto de dermatosbaraxis, marcado con
yodo radioactivo (274).

~ EL P-III-P es eliminado por el rifién me-
diante filtracién glomerular (274,281). Los ni-
veles del péptido aumentan en la insuficiencia
renal y vuelven a niveles normales cuando se res-

taura la funcién renal (281).
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FARMACOS ANTIFIBROGENICOS

En la actualidad se considera que en algu-
nos casos, la cirrosis hepitica puede ser cura-
ble. Esta afirmacién optimista se fundamenta en
observaciones que han sido publicadas sobre la
reversibilidad de algunos casos de cirrosis he-
patica (21,22) y en los resultados obtenidos en
estudios experimentales en animales y en humanos
(36,230,282-286).

Al demostrarse que la fibrosis era un me-
canismo comln a través del cual diversos agentes
etiolégicos, qufmicos y biolégicos, podfan dar
lugar a una cirrosis, fue cuando se inicid el
empleo de agéntes con probable capacidad anti-
fibrogénica (tabla VI), en el manejo terapéutico
de los pacientes con cirrosis (200,210). De to-
das estas drogas las mAs utilizadas, por su ma-
yor efectividad y menor nimero de efectos secun-
darios, han sido la penicilamina (36,287) y aln
mis la colchicina. La accién de ambas drogas so-
bre el metabolismo del coligeno se resume en la
figura 5. |

La penicilamina se combina con los grupos
aldehfdos de las moléculas de coligeno que in-

tervendrén en la formacién de enlaces intramole-
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TABLA VI

FARMACOS CON ACTIVIDAD ANTIFIBROGENICA.

An&logos de la prolina.

- Agentes quelantes del hierro.

Agentes latirogénicos.

- Penicilamina.

Colchicina.

- Corticosteroides.



CELULA HEPATICA

Cadenas proalfa

Prolil-hidroxilasa
Lisil-hidroxilasa
Galactosiltransferasa

Glucosiltransferasa

Formacién de la triple hélice
(procolégeno)

Transporte microtlbulos —egmseColchicina

Medio extracelular

Procoligeno
Colé4geno

Penicilamina w11 sil-oxidasa

Penicilamina—»Formaci%n de enlaces intra

e intermoleculares

Fibrillas dg colégeno

\

Fibras de colégéﬁo

Colagenasas e Colchicina

Metabolitos del colageno

Figura 5.
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culares e intermoleculares. A concentraciones
elevadas inhibe la lisil-oxidasa. Al suspender
el tratamiento, la unién de la penicilamina a
los grupos aldehfdo disminuye y se produce una
formacidén masiva de enlaces covaleﬁtes (21).

La colchicina inhibe la polimerizacién
~de la tubulina para formar microtdbulos (117)
y de esta forma inhibe el movimiento transcelu-
lar del coligeno (288). Aumenta la produccién
de colagenasa in vitro. Inhibe la produccién de
mediadores e inhibe su interaccién con las cé-
lulas efectoras qué establecen la interrelacién
del proceso inflamatorio con la produccién de
colédgeno (289,290). Uno de sus metabolitos la
coichiceina; protege membranas y estabiliza en-
zimas con grupos SH (200). A nivel de la membra-
na plasmitica celular la colchicina produce una
modificacién del sistema adenilciclasa en el hi-
gado v los niveles de AMP cfclico en los leuco-
citos (291,292). Este efecto sobre el higado es
probablemente el que explica la elevacién de la
fosfatasa alcalina que se observa tras la admi-
nistracién de colchicina (36,293,294).

Kershenobich et al publicaron en 1979 un

estudio en el que utilizaron colchicina'en el
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tratamiento de 100 pacientes cirréticos, duran-

te un periodo medio de 5 afios (36). En estos pa-
cientes se observd una importante mejora clini-

ca y de las pruebas de laboratorio e incluso en

algunos casos histolégica con disminucién de 1la

fibrosis.

En los pacientes con cirrosis alcohélica
tratados con colchicina se ha observado un des-
censo de la prolina sérica y del lactato tras
el tratamiento (18,36).

Quizis el aspecto mis importante de estos
estudios preliminares sobre el uso de colchici-
'na'en la cirrosis hep4tica sea la posibilidad
de que se modifique la historia natural de la
‘cirrosis. Con estos datés existe la posibilidad
de desarrollar nuevas drogas antifibrogénicas
que modifiquen la evolucién de la enfermedad.
La evaluacién sobre la efectividad del tratamien-
to con nuevas drogas antifibrogénicas deberé
apoyarse en pardmetros que permitan medir de

forma precisa l1a fibrosis hepitica (295).



